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Edirorial

Prezados colegas,

omecamos 2008 com forca total para que cada participante dos nossos eventos programados
para este ano sinta que seu investimento realmente tenha valido a pena.

Por isso lhes garanto: cada evento serd um sucesso cada vez maior.

No 1° Congresso Sul Brasileiro de Andlises Clinicas que ocorrerd em Florianopolis, no periodo de 30
de abril a 03 de maio, contaremos com um importante niimero de expositores e palestrantes, abrilhan-
tando o evento regional e trazendo para a Regido Sul os preparativos para o WorldLab IFCC 2008.

Da mesma forma, em agosto teremos o tradicional Congresso Regional de Andlises Clinicas do
Centro-Oeste, 0 9° CRACCO, que contard com expositores dispostos a levar o que existe de mais atu-
alizado no mercado nacional. Para os participantes, além da oportunidade de fazer bons negdcios,
teremos palestras atualizadas com professores de renome na regido e no mercado nacional.

O ponto alto deste ano serd, sem divida, o WorldLab IFCC 2008, onde contaremos com o que existe
de mais moderno na drea laboratorial no mundo, tanto por parte dos expositores, que trardo novi-
dades internacionais, quanto da parte dos palestrantes que trardo o que existe de mais moderno no
conhecimento cientifico.

Fato é que teremos, entre nos, dois conferencistas que jd receberam Prémios Nobel, o que, por si so,
Jjd serd uma honraria importante para a SBAC.

Mas ndo estamos preocupados apenas em agradar os participantes internacionais, jd em bom
niimero; queremos fazer deste realmente o maior congresso jd realizado no Brasil.

Nossos focos de acdo estdo voltados também para vocé, participante nacional, e nos preocupamos
em colocar o mdximo de palestras com tradugcdo simultdnea para que vocés possam acompanhar
tudo da melhor forma.

Bom, a convocagdo estd feita...

Contamos com vocés. Participem. Estamos, a cada dia, Consolidando o Futuro das Andlises Clinicas
no Brasil. E vocé é parte importante deste processo.

Um abraco a todos,

Ulisses Tuma,
Presidente da SBAC
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A vulnerabilidade as DST em regiao com intensa
prostituicao e turismo sexual de Natal/RN*

The vulnerability to the STD in region with intense prostitution and sexual tourism of Natal/RN

Luciana Vilar de Sales Rocha’, Veruska Cassandra Diniz?, Jarine Torres de Araujo?,
Cinthia Kaline Rolim?, André Franco Ribeiro Dantas®, Hénio Ferreira de Miranda®,
Francisco Ivo Cavalcante®& Ana Conceigdo Ribeiro Dantas Saturnino™

@ESUMO - Doencas sexualmente transmissiveis (DST) englobam uma série de doencas infecciosas causadas por microrganismos cu-
ja via preferencial de transmissao é a sexual. Estima-se no mundo aproximadamente 333 milhoes de novos casos de DST ao ano, re-
presentando a segunda maior causa de perda de vida saudavel entre mulheres. Este trabalho teve como objetivo a investigacao da
prevaléncia dos principais agentes causadores de DST que podem ser detectados em esfregacos cervicais em duas comunidades com
caracteristicas de comportamento sexual e aspecto socio-econdmico distintos. Para isso, foi realizado um estudo retrospectivo em 4676
mulheres sexualmente ativas de 14 a 70 anos, sendo 1955 do atendimento realizado no bairro de Ponta Negra e 2721 resultantes do
atendimento no bairro do Tirol, em Natal-RN, de janeiro de 2003 a dezembro de 2005. A prevaléncia de DST em Ponta Negra foi a
mais elevada, apesar da procura para realizacao do exame preventivo ter sido menor. Fato que colabora com as caracteristicas do bair-
10, que possui uma populacdo mais carente, associada a altos indices de prostituicdo infanto-juvenil e turismo sexual. Em contrapar-
tida, Tirol apresentou uma populacdo com poder sécio-econdémico mais elevado e um grau de esclarecimento maior, justificando, as-
sim, menores indices de DST e maior procura por prevencao.

PALAVRAS-CHAVE - DST, Prevencéao, Citologia Clinica, Prostituicéo. /

KSUMMARY - Sexually Transmitted Diseases (STD) encompass a series of infectious illnesses caused by micro-organisms whose prefe-
rential way of transmission is the sexual one. It is estimated in the world about 333 million new cases of STD a year, representing the
second bigger cause of loss of healthful life among women. This work aimed at the investigation of the prevalence of the main cau-
sing agents of STD that can be detected in cervical smears in two communities with sexual behavior characteristics and distinct socio-
economic aspects. For that, a retrospective study was accomplished in 4676 women sexually active from 14 to 70 years, being 1955 of
the attendance carried out in the neighborhood of Ponta Negra and 2721 resultants of the attendance in the neighborhood of Tirol, in
Natal-RN, from January of 2003 to December of 2005. The prevalence of STD in Ponta Negra, in spite of the search for accomplis-
hment of the preventive test to have been lesser. Fact that collaborates with the characteristics of the neighborhood, that has a more
lacking population, associated to high rates of child prostitution and sexual tourism. On the other hand, Tirol showed a population with
higher socio-economic power and a degree of bigger clarification, thus justifying least STD rates and greater search by prevention.

\KEYWORDS - STD, Prevention, Clinical Cytology, Prostitution.

/

INTRODUCAO

As doencas sexualmente transmissiveis (DST) sao do-
encas graves que mobilizam e preocupam as mais di-
versas autarquias da Saude Publica. Estima-se no mundo,
a cada ano, cerca de 333 milhoes de novos casos de DST,
representando a segunda maior causa de perda de vida
saudéavel entre as mulheres de 15 a 49 anos, depois da mor-
bidade e mortalidade materna (ARAUJO et al., 2004).

No Brasil, as subnotifica¢oes de registros de casos confirma-
dos e a falta de uma politica nacional de prevencao e contro-
le, impossibilitam qualquer avaliagdo epidemiolégica. Se-
gundo estimativas recentes feitas pelo Ministério da Saude,
ocorrem no Brasil cerca de 12 milhdes de novos casos de
DST ao ano. Como a notificacao dos casos de DST nao é
compulsoéria e cerca de 70% das pessoas que apresentam al-
guma DST busca tratamento sem receitas médicas, em dro-
garias, o numero de casos notificados fica muito abaixo da
estimativa da Organizacao Mundial de Saude (OMS), que
seriam cerca de 200 mil casos por ano (SOUZA et al., 2004).
Em conseqiiéncia dos grandes conglomerados urbanos, do
inicio mais precoce da atividade sexual, da maior divul-
gacao dos métodos anticoncepcionais e do préprio apelo
sexual que a sociedade impoe, observa-se hoje em dia a
manutencao dos altos niveis de incidéncia das principais
DST. Logo, as taxas de incidéncias oscilam segundo a po-
pulacao e a regiao analisada. A faixa etdria mais acometi-
da é, obviamente, entre 20 e 45 anos, época em que a ati-
vidade sexual e a troca de parceiros sao mais freqiientes
(ELEUTERIO-JUNIOR et al., 2001).

Consideradas como processos infecciosos causados por um
grupo heterogéneo de agentes, agrupadas devido a signi-
ficancia epidemiolégica da transmissao por meio do conta-
to sexual, embora este nao seja necessariamente o Unico
meio de transmissao (REESE e BETTS, 1991), as DST po-
dem causar disfuncoes sexuais, esterilidade, aborto, nasci-
mento de bebés prematuros com problemas de saude, de-
ficiéncia fisica ou mental, alguns tipos de céncer e até a
morte. Uma pessoa com DST tem mais chance de adquirir
outras DST, inclusive a AIDS. O impacto das DST a satude
é grande, principalmente, na mulher infectada que pode
transmitir a doenca ao parceiro e ao feto, se estiver gravi-
da, ou ao recém-nascido. Porém, ao ser diagnosticada pre-
cocemente, a maioria das DST pode ser tratada com efica-
cia, sem risco de complicacoes (BRABIN et al., 2001).

As DST englobam todas aquelas doencas que podem ser
adquiridas durante o ato sexual, isto €, no coito propria-
mente dito ou nos eventos que o cercam, seja a causa virus,
fungos, parasitos e/ou bactérias.

Entre as DST consideradas pela OMS como de frequente trans-
missao sexual, destacam-se herpes genital, condiloma acumi-
nado, tricomoniase, candidiase, infec¢coes causadas por
Chlamydia trachomatis e vaginose bacteriana como de facil de-
teccao pelo método de Papanicolaou (STINGHEN et al., 2004).
A sintomatologia das patologias ginecolégicas, infecciosa e
inflamatéria, assemelha-se razoavelmente, independente
de suas causas. A queixa mais comum ¢é a alteracdo da se-
crecao vaginal, que aumenta em quantidade e, por vezes,
demonstra odor forte e proeminente. A presenca de leucor-
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réia com o odor caracteristico em conjunto a um prurido in-
tenso constituem, na maioria dos casos, os principais sinto-
mas associados aos processos inflamatérios das DST
(ROCHA e CUNHA, 1998).

O exame periédico de Papanicolaou é reconhecido como
um importante método na prevencao e diagnéstico preco-
ce do cancer de colo uterino, bem como, no diagnéstico das
inflamacodes cervicovaginais, sendo de facil execucao e
baixo custo (LARA et al., 1999).

A indicacdo diagnoéstica de algumas DST pelo método de Pa-
panicolaou se da pela identificacdo morfolégica direta, seja
confirmando ou sugerindo a presenca do agente, ou por alte-
racoes citopdticas provocadas por certos microrganismos,
com grau aceitavel de sensibilidade e de especificidade, al-
gumas vezes similar, ou mesmo superior a outras metodolo-
gias rotineiras (MORAES FILHO e LONGATTO FILHO,
2000; STINGHEN et al., 2004; SATURNINO et al., 2005).
Neste contexto, a realizacao deste estudo se justificou,
principalmente, pela real necessidade de uma proposta de
abordagem desta problematica em questdo, as DST. Por-
tanto, esse trabalho teve como objetivo pesquisar a preva-
léncia dos principais agentes causadores de DST detecta-
dos pela citopatologia cervicovaginal em duas comunida-
des com caracteristicas de comportamento sexual e aspec-
to socio-econdémico e cultural distintos, dos bairros de Pon-
ta Negra e Tirol da cidade do Natal/RN.

MATERIAL E METODOS

A populacao estudada foi composta de mulheres sexual-
mente ativas, com idade variando de 14 a 70 anos, que pro-
curaram espontaneamente atendimento médico ginecolégi-
co para consulta de rotina, sequido de encaminhamento pa-
ra a realizacao do exame preventivo. Os sujeitos da pesqui-
sa foram provenientes de Unidades de Saude, localizadas
nos bairros de Ponta Negra (Centro de Satde de Ponta Ne-
gra) e Tirol (Centro de Satide Sao Joao), da cidade do Na-
tal-RN, no periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2005.
A amostragem total da investigacao foi de 4676 pacientes,
sendo 1955 do atendimento realizado no bairro de Ponta
Negra e 2721 resultantes do atendimento no bairro do Tirol.
Foi realizado um estudo retrospectivo de carédter explorato-
rio, com abordagem quantitativa dos laudos das citologias
cervicovaginais emitidos pelos respectivos Centro de Sau-
de de Ponta Negra e Centro de Saude Sao Joao. As amos-
tras para o exame citopatolégico foram obtidas por meio de
coleta com espatula de Ayre e escova endocervical, para
confeccao do esfregaco por citologia convencional. O mes-
mo foi fixado imediatamente e corado pela técnica de Pa-
panicolaou. Os laudos emitidos seguiram a nomenclatura
do Sistema de Bethesda (SOLOMON e NAYAR, 2005).

Na analise estatistica, estabeleceu-se a correlacao entre os
dados obtidos de prevaléncia de DST nos dois bairros, Ponta
Negra e Tirol, fazendo uso de teste ¢ Student, no software
‘Prism’ 4.0, considerando como nivel de significancia p<0,005.

RESULTADOS

No Centro de Satude de Ponta Negra, foram realizadas em
2003, 653 citologias, com 31,5% (206 casos) positivos para
os principais agentes causadores de DST. Neste mesmo pe-
riodo, no Centro de Saude Sédo Joao, foram realizados 836
citologias, com 19,4% (162 casos) resultados positivos para
os mesmos agentes. Em 2004 no Centro de Satde de Pon-
ta Negra, foram realizadas 596 citologias, com 43,3% (258
casos) resultados positivos para os mesmos agentes. Ainda,
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em 2004, no Centro de Saude Sao Joao, foram realizadas
988 citologias, com 29,2% (288 casos) resultados positivos
para os mesmos agentes. J& em 2005, foram realizadas no
Centro de Satude de Ponta Negra, 706 citologias com
38,7% (273 casos) resultados positivos para os principais
agentes causadores de DST. Neste mesmo periodo, no
Centro de Satude Sao Joao, foram realizadas 897 citologias,
com 17% (153 casos) resultados positivos para os mesmos
agentes (Figura 1).
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Figura 1 - Distribuicao de pacientes com DST em exame citopa-
tolégico nos bairros de Ponta Negra e Tirol, Natal-RN. (FONTE:
Centro de Saude de Ponta Negra e Centro de Satide Sao Joao -
SMS - Natal-RN, 2003 a 2005).

Na Figura 2 e Figura 3, os resultados mostram uma preva-
léncia bastante elevada de Gardnerella vaginalis nos trés
anos consecutivos nas duas comunidades. O ntimero de ca-
sos de Trichomonas vaginalis em Ponta Negra oscilou nos
trés anos; ja, no Centro de Satide Sao Jodo o nimero de ca-
sos positivos para esse parasito diminuiu no decorrer dos
anos. A presenca de Candida sp. oscilou nestes achados,
tanto para o bairro de Ponta negra como para o de Tirol.
Enquanto que a presenca elevada de Chlamydia trachoma-
tis aumentou no ultimo ano no bairro de Ponta Negra; ob-
servou-se que 0s poucos casos registrados no bairro do Ti-
rol tenderam a diminuir.
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Figura 2 - Prevaléncia dos principais agentes causadores de DST
em Ponta Negra. (FONTE: Centro de Satide de Ponta Negra - SMS
Natal-RN, 2003 a 2005.
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Figura 3 - Prevaléncia dos principais agentes causadores de
DST no Tirol. (FONTE: Centro de Saude Sao Joao - SMS
Natal-RN, 2003 a 2005).
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Os resultados observados na Tabela 1 mostram que das 737
citologias positivas para os principais agentes causadores
de DST realizadas no Centro de Saude Ponta Negra os
achados foram de 66,7 % (492 casos) para G. vaginalis, sen-
do distribuidos da seguinte forma: 71,8% (148 casos),
63,2% (163 casos) e 66,3% (181 casos) de citologias suges-
tivas para G. vaginalis nos anos de 2003, 2004 e 2005, res-
pectivamente. Casos positivos para T. vaginalis foram de
6,8% (50 casos), ou seja, 8,2% (17 casos) em 2003, 5,4% (14
casos) em 2004 e 7% (19 casos) em 2005. Os achados para
organismos fungicos morfologicamente consistentes com
Candida sp. foram de 14,7% (108 casos), sendo distribuidos
da seguinte forma: 4,9% (10 casos) em 2003, 21,7% (56 ca-
sos) em 2004 e 15,4% (42 casos) em 2005. Os casos suges-
tivos para C. trachomatis foram de 11,8% (87 casos) distri-
buidos nos anos de 2003, 2004 e 2005 respectivamente:
15,1% (31 casos), 9,7% (25 casos) e 11,4% (31 casos).

TABELA |
Distribuicdo dos principais agentes causadores de DST
em Ponta Negra, de 2003 a 2005

Principais Agent dores de DST Numero  de casos positivos Total de
em Ponta Negra 2003 2004 2005 casos (%)
Gardnerella vaginalis 148 163 181 66,7%
Trichomonas vaginalis 17 14 19 6,8%
Candida sp 10 56 42 14,7%
Chlamydia trachomatis 31 25 31 11,8%

Na Tabela 2 observa-se que, no Centro de Satde Sao Joao,
das 603 citologias positivas para os principais agentes cau-
sadores de DST, os achados foram de 78,9% (476 casos) pa-
ra G. vaginalis, sendo distribuidos da seguinte forma:
72,8% (118 casos), 80,9% (233 casos) e 81,7% (125 casos) de
citologias sugestivas para G. vaginalis nos anos de 2003,
2004 e 2005, respectivamente. Casos positivos para T. vagi-
nalis foram de 8,6% (52 casos), ou seja, 10,5% (17 casos) em
2003, 8,4% (24 casos) em 2004 e 7,2% (11 casos) em 2005.
Os achados para organismos fuingicos morfologicamente
consistentes com Candida sp. foram de 9,8% (59 casos),
sendo distribuidos da seguinte forma: 15,4% (25 casos) em
2003, 6,9% (20 casos) em 2004 e 9,2% (14 casos) em 2005.
Os casos sugestivos para C. trachomatis foram de 2,7% (16
casos) distribuidos nos anos de 2003, 2004 e 2005 respecti-
vamente: 1,3% (2 casos), 3,8% (11 casos) e 1,1% (3 casos).
TABELA 11
Distribuicao dos principais agentes causadores de DST
em Tirol, de 2003 a 2005

Principais Agentes causadores de DST Numero de casos positivos Total de
em Tirol 2003 2004 2005 casos(%)
Gardnerella vaginalis 118 233 125 78,9%
Trichomonas vaginalis 17 24 " 8,6%
Candida sp 25 20 14 9,8%
Chlamydia trachomatis 2 1 3 2,7%

Das mulheres que foram submetidas ao exame citolégico,
a faixa etdria em que houve um predominio G. vaginalis foi
dos 21 aos 30 anos, nos dois Centros de Saude estudados,
como mostram a Tabela 3 e Tabela 4. Enquanto que a fai-
xa etdria em que houve um maior predominio de casos su-
gestivos para Chlamydia trachomatis foi dos 31 aos 40
anos, no Centro de Satde Ponta Negra e 41 aos 50 anos no
Centro de Saude Sao Joao, Natal/RN.
TABELA Il
Distribuicao dos casos positivos de DST segundo a faixa
etaria no bairro de Ponta Negra

Tri Chlamydia

Falz(;ztsé)rla () g %) Candida sp. (%) trachoma}tlls (%)

2003 2004 2005 [ 2003 2004 2005 |2003 2004 2005 |2003 2004 2005
Até 20 17,6 1,0 16,6| 11,8 71 10,5 | 20,0 54 24| 12,9 0,0 6,5
21-30 34,4 39,8 34,3| 23,5 28,6 15,8 30,0 50,0 452 22,6 32,0 32,2
31-40 28,3 29,5 22,6| 23,5 28,6 31,6 | 40,0 35,6 286 32,3 36,0 38,7
41-50 14,2 12,9 16,6 29,4 35,7 10,5 | 10,0 54 16,7| 22,6 20,0 19,4
51-60 4.1 4,3 721 11,8 0,0 26,3| 0,0 1.8 71 3.2 8,0 0,0
>60 1.4 2,5 2,7 0,0 0,0 53| 0,0 1.8 00| 64 4,0 3.2
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TABELA IV
Distribuicao dos casos positivos de DST segundo a faixa
etaria no bairro do Tirol

2003 2004 2005 | 2003 2004 2005 | 2003 2004 2005 | 2003 2004 2005
Até 20 6,8 9,9 8,0| 11,8 4,2 273 40 0,0 72| 00 9,0 0,0
21-30 36,4 27,9 36,0/ 353 45,8 27,3 | 24,0 35,0 214 00 18,2 0,0
31-40 26,3 31,8 224|176 16,7 454132,0 40,0 35,7| 50,0 18,2 0,0
41-50 21,2 21,0 240|294 33,3 0,0 16,0 20,0 35,7| 50,0 27,3 66,6
51-60 59 5,6 72| 59 0,0 0,0] 20,0 50 0,0 00 27,3 33,4
> 60 3,4 3,8 24| 00 0,0 0,0 4,0 0,0 0,0| 00 0,0 0,0
DISCUSSAO

A prevaléncia de DST no bairro de Ponta Negra (37,7 %) foi
mais elevada do que no Tirol (22,2%), apesar da procura
para a realizacao do exame preventivo ter sido menor em
Ponta Negra (1955 mulheres) frente a procura no bairro do
Tirol (2721 mulheres). Em um estudo realizado no Rio de
Janeiro, TAQUETTE et al. (2004) mostram uma prevaléncia
de 31,1% para DST em mulheres atendidas na UERJ. Na
presente pesquisa, os dados apontam para uma positivida-
de média de DST em Ponta Negra um pouco mais elevada.
Estes resultados estdo de acordo com as caracteristicas ge-
rais peculiares a cada bairro. Visto que, Ponta Negra é cons-
tituida de uma populacao flutuante jovem de turistas, para-
lelo a uma populacao mais carente residente em uma gran-
de area de seu bairro (Vila de Ponta Negra), refor¢ando, as-
sim, os achados compativeis com seus indices elevados de
DST e com a baixa procura por prevencao, associados ao
comportamento social e caracteristicas s6cio-econdmicas e
culturais desta populacao em particular. Em contrapartida,
o bairro do Tirol apresentou um indice de DST menor e uma
procura maior por prevencao, estando de acordo com as ca-
racteristicas gerais do bairro, que apresenta visivel poder
socio-econoémico elevado, estando pertinente com o grau de
esclarecimento desta comunidade, bem como, com a ausén-
cia de uma populacao flutuante de turistas jovens tao mar-
cante como a presente em Ponta Negra.

Durante os trés anos analisados, a G. vaginalis foi o agente
mais comumente encontrado nos dois bairros, predominio es-
te também relatado por LARA et al. (1999). Porém, vale sali-
entar, que o indice destes autores foi bem inferior (14,14%)
aos encontrados na presente pesquisa, que teve uma média
de 73% de casos consistentes com esta vaginose.

Pode ser observado que a G. vaginalis no bairro de Ponta
Negra foi mais prevalente na faixa etaria de 21 a 40 anos.
Em comparacéo, no Tirol, esta também teve uma prevalén-
cia dos 21 a 40 anos, estendendo-se, porém, até os 50 anos.
A precocidade do inicio da vida sexual, populacao consti-
tuida de individuos mais jovens, turistas, prostituicao (in-
clusive infanto-juvenil), turismo sexual, baixa renda, nivel
de escolaridade e esclarecimento, entre outros, podem ser
motivos para justificar este achado em Ponta Negra. Em
contrapartida, no bairro do Tirol, estes dados mostram uma
populacao constituida por individuos de nivel econémico
mais equilibrado, com mais idade e melhor escolaridade,
corroborando com o predominio dos agentes numa idade
mais avancada. Este fato pode ser justificado pela melhor
qualidade de vida e mulheres, em sua maioria, na peri-me-
nopausa ou pés-menopausa, situacao fisiolégica que con-
tribui para este achado.

Alguns fatores tém contribuido para o aumento da incidén-
cia das DST: desinformacéo sobre o assunto devido a dimi-
nuicao das campanhas educativas, automedicacao ou medi-
cacao indicada por pessoas nao-qualificadas, multiplicidade
de parceiros, maior liberdade para a pratica de atividade se-
xual em decorréncia do uso de métodos anticoncepcionais,
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dificuldade na investigacao dos parceiros sexuais, menor te-
mor do publico por essas doencas pela facilidade do diag-
nostico e tratamento, facilidade de deslocamento das popu-
lacoes (turismo nacional e internacional) e, por fim, o apare-
cimento de resisténcia microbiana aos antibiéticos e quimi-
oterdpicos (GALVAO et al., 2003; FACANHA et al., 2004).
Intiimeros estudos mostram que jovens carentes ou residentes
em comunidades de baixa renda estdao sujeitos, com maior
freqiiéncia, aos comportamentos ditos de ‘risco’ que influen-
ciam a sua saude. No caso particular de problemas de saide
relacionados com DST, adolescentes das chamadas ‘minorias
sociais' demonstram maior atividade sexual, idade mais pre-
coce de inicio de relacionamento sexual, maior numero de
parceiros sexuais e uso menos freqiiente de preservativos, o
que mostra que uma das principais formas de combater as
DST é a conscientizacdo da populacdo (GALVAO et al., 2003;
FACANHA et al.,, 2004; SOUZA et al., 2004).

Compativeis com dados mundiais, a trichomoniase foi mais
freqliente em mulheres com maior faixa etaria e mais favore-
cidas economicamente (MACIEL et al., 2004), porém os da-
dos revelam um concordancia nos achados deste agente re-
ferente a prevaléncia dos dois bairros de uma maneira geral.
Os achados quanto a presenca de candidiase nestas duas
comunidades foram compativeis ao observado na média
nacional. Entretanto, no bairro de Tirol, os dados sao um
pouco inferiores ao observado em Ponta Negra. Este fato
pode ser devido ao sistema imunoldgico, ainda pouco estu-
dado, desempenhar um papel na protecao contra a doenca
candidiase vulvovaginal. A tolerdncia vaginal ao fungo po-
de ser substituida por uma resposta hiperimune, resultan-
do em intolerdncia aguda ou sensibilizacdo aos antigenos
da Candida. Desta forma, algumas regioes ou determina-
das populac¢des podem apresentar certa resisténcia imuno-
légica e, assim, apresentarem relato de poucos casos ou ca-
sos assintométicos (URBANETZ et al.,, 2002; STINGHEN
et al., 2004; SATURNINO et al., 2005).

Algumas DST, como a candidiase, nao sao doencas de notifi-
cacao compulséria em nosso meio e em outros paises; portan-
to, os nimeros reais de prevaléncia e incidéncia nao sao bem
conhecidos. Os dados existentes referem-se a estatisticas de
determinados servicos ou de pesquisas como esta, dando
uma idéia aproximada do niimero de casos de tais patologias.
Por outro lado, podemos observar que os resultados em Pon-
ta Negra colaboram ao representar um quadro sintomatol6-
gico comum de queixas nas consultas ginecolégicas das mu-
lheres sexualmente ativas (SATURNINO et al., 2005).

Pode ser demonstrado claramente a alta prevaléncia de
11,8% casos sugestivos para C. trachomatis no bairro de
Ponta Negra, frente a 2,7% no bairro de Tirol. Os dados de
STINGHEN et al. (2004) de 1,4% e a média de prevaléncia
de 2,6% a 5,6%, resultado da andlise de varios estudos na
literatura realizado por CARVALHO et al. (2004) contribu-
em para a importancia do achado citolégico desta pesquisa,
visto que, as cervicites causadas por C. trachomatis apre-
sentam importante impacto na satde reprodutiva da mu-
lher. Os dados com baixa prevaléncia deste microrganismo
devem ser analisados com cautela, levando em conside-
racao as politicas de saude, a pratica clinica, a sensibilida-
de do teste diagnéstico, o acesso da populacao aos servigos
de saude e as infecgoes assintométicas (CARVALHO et al.,
2004). Outro dado interessante desta pesquisa foi a relacao
de uma maior prevaléncia deste microrganismo com uma
maior faixa etdria, apesar de a maioria das literaturas apon-
tarem uma maior presenca na populacao jovem sexualmen-
te ativa (CARVALHO et al., 2004; STINGHEN et al., 2004).
Varias combinacoes de fatores de risco das pacientes, sinais fi-
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sicos e testes laboratoriais, quando analisados conjuntamente,
mostram-se satisfatérios quanto a sua capacidade em detectar,
em alguns estudos, as DST (MENEZES e FAUNDES, 2004).
Os resultados obtidos nesse trabalho enfatizam a necessida-
de de exames laboratoriais baratos, simples e rapidos para
serem adotados rotineiramente em mulheres, sejam jovens
ou ndo, ainda que assintomaéticas, independente de fatores
de risco identificdveis, no intuito de reduzir suas patologias e
aumentar o diagnostico correto e precoce de infecgdes, evi-
tando assim, complicacdes no curso da doenca e tratamento.
A realizacdo do exame de Papanicolaou é uma importante
ferramenta no direcionamento de DST, ainda que nao seja
seu objetivo principal. Com a sua aplicacao foi possivel de-
tectar uma prevaléncia elevada de DST em Ponta Negra,
frente a Tirol, embora a procura pela prevencao tenha sido
maior neste ultimo. Isto mostra que as condigdes sécio-cul-
turais e econdémica sdo determinantes no perfil e conduta
sexual da populacao, demonstrando que as torna mais vul-
neravel ou nao diante as DST.
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Everardo Albuquqrque Menezes', Angélica Menon de Alencar’, Francisco Afranio Cunha’, Maria
Rozellé Ferreira Angelo?, Maria Nubia Cavalcante Salviano? & Indcio Regis Nascimento Oliveira®

@ESUMO - As infeccdes no periodo neonatal sdo mais freqlientes e habitualmente mais severas do que em qualquer outra época da
vida. Ainda hoje, os processos infecciosos sao os principais responsaveis pela elevada morbidade e mortalidade nesse periodo. O ob-
jetivo deste estudo foi verificar a freqiiéncia e o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos nas hemoculturas positivas para Kleb-
siella pneumoniae isoladas de recém nascidos do bercario do Hospital Geral de Fortaleza nos meses de julho a dezembro de 2003.
Foi realizado um trabalho retrospectivo neste periodo, as hemoculturas foram realizadas no aparelho de automacao Bactec, as hemo-
culturas positivas foram semeadas em dgar sangue e agar MacConkey, as amostras positivas foram identificadas também no aparelho
de automagao Microscan Walkway. Neste periodo 7,11% das hemoculturas realizadas foram positivas para Klebsiella pneumoniae e
destas 81,25% foram ESBL (Beta Lactamase de Amplo Espectro) positivos. As cepas produtoras destas betalactamases sdo responsa-
veis por infecgoes hospitalares e sao, também, uma importante fonte de transferéncia de resisténcia aos antibiéticos para outros mi-
crorganismos. Em relacdao ao perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos pode-se observar que os mais susceptiveis foram cefoxiti-
na, imipenem e ofloxacina e os mais resistentes foram a cefazolina, ceftriaxona, cefalotina, ampicilina, aztreonam, piperacilina e a to-
bramicina. Vérios estudos mostraram que a implementacao de uma restricao rigorosa ao uso de cefalosporinas de amplo espectro de
acao, junto com as medidas gerais de controle das infeccoes hospitalares, podem diminuir a prevaléncia destas cepas.
\PALAVRAS-CHAVE - Betalactamases. Hemoculturas. Klebsiella pneumoniae. J

/SUMMARY - The infections in the neonatal period they are more frequent and habitually more severe of the one than in any another\
time of the life. Still today, the infectious processes are main responsible for the raised morbidad and mortality in this period. The ob-
jective of this study was to verify the frequency and the profile of susceptibility to antimicrobials in the positive bloods cultures it stops
Klebsiella pneumoniae isolated of just been born of the nursery of the General Hospital of Fortaleza in the months of July the Decem-
ber of 2003. A retrospective work in this period was carried through, the bloods cultures had been carried through in the device of Bac-
tec automation, positive bloods cultures had been sown in agar blood and MacConkey agar, positive samples had been identified also
in the automation device Microscan Walkway. In this period 7.11% of the carried through bloods cultures they had been positive stop
Klebsiella pneumoniae e of these 81.25% had been ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamase) positive. Strain producing of these ESBL
is responsible for hospital infections and is, also, one important source of transference of resistance to antibiotics for others microorga-
nisms. In relation to the profile of susceptibility to antimicrobials it can to observe that susceptive they had been cefoxitin, they imipe-
nem and ofloxacin and more resistant they had been the cefazolin, ceftriaxone, cefalotin, ampicillin, aztreonam, piperacillin and the to-
bramycin. Some studies had shown that implementation of a rigorous restriction to the use of cefalosporin of ample specter of action,
together with the general measures of control of the infections hospital, they can diminish the prevalence of these strain.

\KEYWORDS - Betalactamases. Blood cultures. Klebsiella pneumoniae. J

INTRODUCAO

s infeccdes no periodo neonatal sdo mais freqlientes e

habitualmente mais severas do que em qualquer outra
época da vida. Os processos infecciosos sao, ainda hoje, os
principais responsaveis pela elevada morbidade e mortali-
dade nesse periodo’.
O recém-nascido nao apresenta microbiota endégena sen-
do susceptivel a qualquer organismo a que seja exposto.
Assim sendo, essa microbiota adquirida pela pele e muco-
sas reflete a microbiota do trato genital materno e do
bercério, oriunda de outros recém-nascidos, pessoal médi-
co e paramédicos, objetos inanimados contaminados, entre
outros. A imaturidade do sistema imunolégico do recém-
nascido, principalmente dos prematuros, os varios procedi-
mentos evasivos, a longa permanéncia hospitalar, além de
outros fatores, facilitam as infeccoes. Muitos recém-nasci-
dos, principalmente nascidos a termo, podem apresentar
sinais clinicos de infeccdo somente apds a alta hospitalar,
ficando dificil a vigilancia epidemiolégica posterior?.

O recém-nascido sadio estabelece sua microbiota normal
poucos dias apdés o nascimento. Bactérias Gram positivas
predominam na faringe, estafilococos coagulase negativo
no coto umbilical. A colonizacdo do trato gastrintestinal é
diferente conforme o tipo de dieta: com leite materno, a
prevaléncia de bifidobactérias e Escherichia coli; o uso de
féormulas lacteas favorece a colonizacdo por enterobactéri-
as e bacterédides®.

Epidemias por Klebsiella pneumoniae ocorridas em
bercdrios foram comprovadamente associadas a trans-
missao pelas maos da equipe®.

A Klebsiella é de origem hospitalar, com transmissao de re-
cém nascido a recém-nascido, via mao contaminada, per-
manecendo na pele, sendo o trato gastrintestinal o maior
reservatério no recém-nascido'.

Sendo detectado uma infecgao por Klebsiella pneumoniae
no recém-nascido é feito o ESBL para verificar se a bacté-
ria é produtora de Beta Lactamase, pois sua produgao pela
bactéria tem sido descrita como um importante mecanismo
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de resisténcia a beta-lactamicos em espécies da Familia
Enterobacteriaceae, e seu achado constitui um dado clini-
co relevante. Os beta-lactamicos constituem a principal
classe de antimicrobianos utilizada na prética clinica e a
resisténcia a esta classe em meio aos bastonetes Gram-ne-
gativos é um dos principais mecanismos de resisténcia®.
Dentre os grupos de betalactamases reconhecidas, encon-
tramos as cefalosporinas cromossomiais (AmpC), as enzi-
mas que hidrolisam as carbepenemas e as betalactamases
de espectro ampliado (ESBLs). O aparecimento das ESBLs
restringe as opgoes terapéuticas utilizadas no tratamento
das infeccoes neonatais causadas por Klebsiella pneumo-
niae (ou qualquer microrganismo produtor de betalacta-
mases). A deteccao de cepas produtoras de ESBL constitui
um desafio ao laboratério de microbiologia clinica, com im-
pacto direto no controle deste mecanismo de resisténcia e
no uso indevido de beta-lactdmicos®.

A producao de betalactamases nao é facilmente reconhecida
nos testes de sensibilidade a antimicrobianos realizados na
rotina de um laboratério clinico, e sdo necessarios testes con-
firmatérios que detectem este fenétipo de resisténcia. Fre-
quentemente a identificacdo de cepas ESBL-produtoras é ba-
seado em caracteristicas fenotipicas como o aumento da con-
centracao inibitéria minima (CIM) para cefalosporinas de ter-
ceira geracao e/ou aztreonam. Embora as normas preconiza-
das pelo Clinical and Laboratory Standard Institut (CLSI) re-
firam-se as espécies Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxy-
toca e Escherichia coli, a ocorréncia de cepas produtoras de
ESBL entre outras espécies de enterobactérias tem desperta-
do a atencao dos microbiologistas. A observacdao do aumen-
to de isolados produtores de ESBL dentre outras espécies de
enterobactérias que ndo aquelas padronizadas pelo CLSI,
constitui um fator determinante que indica a necessidade de
padronizacdo de métodos para a deteccao deste mecanismo
de resisténcia. Sendo este mecanismo de resisténcia media-
do por plasmidios, a producao de ESBL pode ser facilmente
transmitida de microrganismo a microrganismo dentre as va-
rias espécies de enterobactérias®®.

Por se considerada a resisténcia das cepas de K. pneumo-
niage um problema de satde publica, resolveu-se fazer um
estudo da freqiiéncia, de cepas produtoras de ESBL e per-
fil de susceptibilidade aos antimicrobianos no bercario de
Hospital Geral de Fortaleza.

MATERIAL E METODOS
Isolamento e identificacao de Klebsiella

Foram analisadas 225 amostras de hemocultura de recém-
nascidos do Hospital Geral de Fortaleza, no periodo de ju-
lho de 2003 a dezembro de 2003 no Laboratério de Patolo-
gia Clinica do Hospital Geral.

O sangue foi coletado e colocado diretamente nas garrafas
(BACTEC) devendo ser mantidos a temperatura ambiente,
até serem incubadas no BACTEC 92407, sistema automati-
zado de deteccao fluorescente e nao evasivo para o moni-
toramento continuo e simultaneo de amostras de sangue,
para deteccao de bactérias e fungos.

O principio da tecnologia do sistema BACTEC’ é baseado
na deteccao da producédo de CO: através de luz fluorescen-
te (monitorando a concentracao de CO: produzido pelo
metabolismo microbiano). O sinal fluorescente é entao
avaliado por um microprocessador e a positividade é indi-
cada quando presente.
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A identificagao e a sensibilidade a antibiéticos foram feitas
pelo aparelho de automacao MicroScan®, foram utilizados
painéis NUC2 e NC20 Convencionais Liofilizados MicroS-
can® Liofilizados MIC/Combo, destinados a determinacao
da susceptibilidade a agentes antimicrobianos.

Apb6s o preparo dos painéis, o sistema de inoculacao
Prompt* foi usado para inocular testes antimicrobianos de
susceptibilidade por microdiluicao (MIC).

O procedimento de microdiluicao para a determinacao da
sensibilidade de antibio6ticos fornece ao microbiologista um
método seguro para a obtencao de resultados quantitativos
para testes de sensibilidade. Este procedimento é usado
para determinacao da concentracao inibitéria minima
(MIC) dos antimicrobianos. A precisao e a reprodutibilida-
de no procedimento de determinacao de MIC depende do
uso de determinados métodos e materiais.

Uma das mais importantes exigéncias no procedimento de
determinacao do MIC é o controle da populacédo bacteria-
na inoculada dentro de limites definidos.

O sistema de inoculacao Prompt* permite ao microbiolo-
gista que utilize um método seguro para determinar o in6-
culo que elimina a necessidade de incubacao e ajustamen-
to da turbidez. Para o uso do sistema Prompt* deve-se fa-
zer a preparacao da suspensao bacteriana, a adicao da sus-
pensao para bandeja teste e a transferéncia da suspensao
bacteriana da bandeja teste para o painel MicroScan® con-
vencional liofilizado Pos Combo. Colocando em seguida o
painel no aparelho automatizado MicroScan® WalkWay’.
Os antimicrobianos utilizados no painel MicroScan® para
Klebsiella foram amicacina, aztreonam, cefepime, cefope-
razona, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxone, cefuroxima,
ciprofloxacina, imipenem, meropenem, gentamicin, levo-
floxacina, norfloxacina, ofloxacina, piperacilina, piperacili-
na/tazobactam, ticarcilina/acido clavulonico e tobramicina.

Deteccao de cepas produtoras de betalactamase

O método utilizado foi o de Dupla Difusao em Disco, tam-
bém denominado teste de aproximacao em disco (CLSI,
1999)°. O teste consiste na colocacao de discos de cefalospo-
rinas de amplo espectro, tais como cefuroxima, aztreonam,
cefepime, ceftazidima/acido clavulanico, cefotaxima e cefo-
taxima/ac. clavulanico, os dois ultimos foram escolhidos pa-
ra serem utilizados no teste, colocados distantes 30mm
(centro a centro) de um disco que contenha um inibidor de
betalactamase de preferéncia o acido clavulanico. A for-
macdao de ESBL ¢ indicada pela deformacao (aumento) nos
halos de inibicao ao redor dos discos dos b-lactamicos®.

RESULTADOS

Freqiiéncia de Klebsiella pneumoniae isoladas e as cepas
produtoras de betalactamase

No periodo de julho de 2003 a dezembro de 2003 foram re-
alizadas 225 hemoculturas de recém-nascidos no berc¢ario
do Hospital Geral de Fortaleza, destas 22 foram positivas
para algum tipo de microrganismo e 16 foram positivas pa-
ra Klebsiella pneumoniae (tabela 1 e figura 1). O isolamen-
to, a identificacao e o teste de susceptibilidade foram feitos
pelo sistema de automacao MicroScan®

O teste de Dupla-Difusao em Disco foi utilizado para de-
teccao das cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de
betalactamase (CSLI, 1999)°.
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TABELA |
Prevaléncia de microrganismos detectados nas
hemoculturas de neonatos no Hospital Geral de Fortaleza

Microorganismo Prevaléncia %
Klebsiella pneumoniae 421
Pseudomonas aeruginosa 15,8
Leveduras 18,4
Staphylococcus sp 10,5
Serratia mascences 2,6
Streptococcus sp 2,6
Outros 7.9

15,8

B Klebsiella pneumoniae B Pseudomonas aeruginosa O Leveduras

O Staphylococcus sp
B Outros

W Serratia m sp

Figura 1: Prevaléncia de microrganismos detectados em
Hemoculturas de neonatos no HGF.

A Tabela 2 e figura 2 mostram o percentual de Klebsiella
penumoniae sobre o total de hemoculturas realizadas em
neonatos no HGF, pode-se observar que foram positivas
7,11% das cepas.

TABELA Il
Percentual de Klebsiella penumoniae produtoras de
ESBL em hemoculturas realizadas em neonatos no HGF.

Hemocultura (+) |Hemocutura (-) | K.pneumoniae |KP-ESBL(+) KP-ESBL(-)
9,78% 83,11% 7,11% 81,25% 8,75%

KP- ESBL (+) - cepa de K.pneumoniae produtora de betalactamase de espectro expandido.
KP- ESBL (-) - cepa de K.pneumoniae néo produtora de betalactamase de espectro expandido.

711
9,78

83,11

ll Klebsiella pneumoniae B Positivas 0O Negativas l

Figura 2: Percentual de Klebsiella pneumoniae sobre o total de
hemoculturas positivas de neonatos do HGF

A Tabela 2 e a figura 3 mostra percentual de cepas de
Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL isoladas de he-
moculturas de neonatos do HGF, pode-se observar 81,25%
produziram ESBL.
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Figura 3: Percentual de cepas de Klebsiella pneumoniae produ-
toras de ESBL isoladas de hemoculturas de neonatos no HGF.

Perfil de susceptibilidade e resisténcia de Klebsiella
pneumoniaea aos antimicrobianos usados no Bercario
do Hospital Geral de Fortaleza

A Tabela 3 e a figura 4 mostram o perfil de susceptibilida-
de de cepas de Klebsiella pneumoniae isolados de hemo-
culturas de neonatos no HGF, pode-se observar que os
mais antibiéticos de maior atividade foram: cefoxitina, imi-
penem e ofloxacina e os de menor atividade foram: cefazo-
lina, ceftriaxona, cefalotina, ampicilina, aztreonam, pipera-
cilina e a tobramicina.

TABELA llI
Perfil de susceptibilidade e resisténcia de Klebsiella
pneumoniae aos antimicrobianos isolados de
hemocultura de neonatos no HGF.

Classe/antibiético %Resisténcia

Cefalosporinas

Cefazolina 100
Cefuroxima 80
Cefoxitina 00
Ceftriaxona 100
Cefepime 42
Cefotaxima 92
Cefpodoxima 90
Cefalotina 100

Outros Beta-lactamicos

Ampicilina 100
Amp/Sulbactam 83
Aztreonam 100
Pip/Tazo 30
Piperacilina 100
Imipenem 00

Aminoglicosideos

Gentamicina 67
Amicacina 83
Tob ramicina 100

Fluoroquinolonas

Ciprofloxacina 00
Ofloxacina 00
Outros

Sulfa/trimet 50
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Figura 4: Perfil de susceptibilidade de cepas de Klebsiella
pneumoniaea isoladas de hemoculturas de neonatos no HGF.

DISCUSSAO

Na ultima década observou-se um aumento significativo no
isolamento de Klebsiella penumoniae em amostras clinicas,
e a elevada importancia destes microrganismos é devido
principalmente de sua resisténcia aos antimicrobianos.
Esta bactéria normalmente apresenta um baixo grau de vi-
ruléncia, ocorrendo principalmente em pacientes debilita-
dos ou imunocomprometidos. E considerado um patégeno
oportunista e, freqiientemente, responsavel por infeccoes
hospitalares, estando entre os agentes etiolégicos de septi-
cemia e infeccoes de ferida operatéria®.

As infeccoes hospitalares sao relativamente incomuns em
neonatos normais, a taxa varia de 0,5 a 1,7%. Por outro la-
do, as taxas de infeccoes hospitalares entre recém-nascidos
com baixo peso ao nascimento, sao mais altas e variam de
20 a 33%; a incidéncia aumenta com a duracao da hospita-
lizacao e idade gestacional menores''.

Na figura 1, podemos observar a predominancia de infec¢oes
causadas por K. pneumoniae sobre outros tipos de microrga-
nismos. A disseminacdo de bactérias Gram-negativas com
resisténcia adquirida a varios betalactamicos de amplo es-
pectro estd se tornando um problema clinico mundial'**.

O estudo foi realizado no bercario do Hospital Geral de
Fortaleza no periodo de julho a dezembro de 2003, neste
periodo, foram realizadas 225 hemoculturas, sendo 16 po-
sitivas para K. pneumoniae, um percentual de 7,11% (figu-
ra 2); e destas, 13 cepas foram ESBL positivas, um percen-
tual de 81,25% (figura 3). Este € um dado relevante, quan-
do se sabe que a producao de betalactamase aumenta a re-
sisténcia aos antimicrobianos. Os outros tipos de microrga-
nismos somaram 22 hemoculturas positivas, um percentual
de 9,77%. Segundo a literatura as infec¢oes neonatais que
se desenvolvem dentro do bercario sao geralmente consi-
deradas hospitalares, a excecao inclui infec¢oes adquiridas
do trato genital da mae™.

Menezes e Silva & Salvino, 2000", isolaram em Vitéria 53
enterobactérias produtoras de ESBL (14,5%), distribuindo-
se da seguinte forma: K. pneumoniae 33 (62,2%), E. coli 9
(17%), E. cloacae 5 (9,4%), K. oxytoca 4 (7,5%), S. marces-
cens 2 (3,8%). Estas bactérias foram isoladas principalmen-
te a partir de hemoculturas (41%). Os setores onde houve
maior prevaléncia de enterobactérias produtoras de ESBL
foram as unidades de terapia intensiva adulta e neonatal.
No nosso trabalho verificamos 16 cepas de K. pneumoniae
sendo também a primeira em relacao as enterobactérias.
Observamos que a maioria das cepas de K. pneumoniae
produziram ESBL (81,25%) enquanto que Menezes e Silva
& Salvino mostraram que 62,2% produziram ESBL.
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E grande o ntimero e variedade de novas betalactamases
que tem surgido, como as de espectro ampliado. Estas en-
zimas se caracterizam pela capacidade em degradar prati-
camente todos os antibiéticos betalactamicos. Com intro-
ducao de novos betalactdamicos observaram-se mudancas
em betalactamases com o aumento na prevaléncia de enzi-
mas mais velhas, o aparecimento e a alteracao no nivel da
expressao de enzimas novas®.

Segundo Blatt, 2000*, a prevaléncia de cepas produtoras
de ESBL em alguns hospitais brasileiros, € em torno de
39%, semelhante aos descritos por outras pesquisas inter-
nacionais. No HGF estd bem acima do que apresenta em
alguns hospitais brasileiros, esta com 81,25%.

O padrao de susceptibilidade e resisténcia das cepas de
Klebsiella pode ser observado na figura 4. Das cefalospori-
nas utilizadas no teste de sensibilidade de antibié6ticos
(TSA) a Klebsiella foi 100% sensivel somente a cefoxitina,
ao cefepime a sensibilidade foi de 58%, e sensibilidades
num percentual menores que 20% foram detectadas com
cefuroxima 20%, cefpodoxima 10% e cefotaxima 8%.
Quanto a cefazolina, ceftriaxona e cefalotina a bactéria se
mostrou 100% resistente. Estas resisténcias parecem ocor-
rer por uma reducdo do influxo dos antibiéticos, impedidos
de penetrar nas bactérias’®. Mas o uso abusivo das cefalos-
porinas de terceira geracao parece ser a principal causa
deste mecanismo de resisténcia'.

As cepas de Klebsiella foram 100% sensiveis ao imipe-
nem; 70% sensivel a piperacilina/tazobactam; 17% sensi-
vel a ampicilina/sulbactam e nenhuma sensibilidade a am-
picilna, aztreonam e piperacilina (figura 4). A estratégia de
combate a resisténcia bacteriana , pela inibicao das enzi-
mas hidrolizadoras produzidas pelas bactérias, notada-
mente betalactamases, deu lugar a obtencao do 4cido cla-
vulénico, extraido de culturas do Streptomyces clavulige-
rus, seguido da sintese do sulbactam, uma sulfina do acido
penicildmico e recentemente do tazobactam. Mesmo que
isoladamente essas substancias ndo tenham efeito antimi-
crobiano, associadas a antibioticos betalactdmicos, como
ampicilina e piperacilina, se ligam as betalactamases inati-
vadoras daquelas drogas, reduzindo de forma significativa
o MIC (concentracdo inibitéria minima), para as bactérias
sensiveis'. Isso ajuda a entender o porqué da piperacilina
e ampicilina, nao associadas ao tazobactam e sulbactam
respectivamente, ndo apresentarem efeito sobre as cepas
de Klebsiella ESBL positivas. Essa associacao faz com que
estes dois betalactamicos fiquem livres da agao de enzimas
hidrolizaveis, podendo exercer todo seu efeito inibitério so-
bre a parede celular, causando a destruicao de agentes
Gram-negativos e positivos'.

Dos aminoglicosideos utilizados no teste, a tobramicina
nao apresentou nenhuma sensibilidade, a gentamicina foi
33% sensivel e a amicacina apenas 17% (figura 4). Exerce
um efeito sinérgico com os antibiéticos betalactamicos16.
Teoricamente, sao sobre os Gram-negativos, como a Kleb-
siella, que os aminoglicosideos de amplo espectro, exer-
cem a sua maxima atividade bactericida, atuando em bai-
xas concentracoes'. Mas o que se pode verificar é que sua
eficacia ja esta reduzida, principalmente se a cepa for
ESBL positiva.

As fluoroquinolonas utilizadas no TSA , ciprofloxacina e
ofloxacina, obtiveram excelentes resultados, as cepas de
Klebsiella apresentaram 100% de sensibilidade. A pre-
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senca do fldor e do anel piperazinico na estrutura basica
veio aumentar de forma extraordinaria a atividade antibac-
teriana intrinseca destes quimioterapicos , rotulados como
quinolonas de 2% geracao, que incluem a norfloxacina, ci-
profloxacina, pefloxacina, ofloxacina, reduzindo a resistén-
cia mutacional entre vdrios patégenos'*. Em virtude do am-
plo espectro, as quinolonas de segunda geracao, atuando
principalmente contra Gram-negativos, tornando possivel
o tratamento por via oral de patégenos que antes requeri-
am hospitalizacao®.

Em relacdo a literatura internacional, observamos que no
Japao, estudo realizado por Takahashi et al., 1999", os anti-
microbianos imipenem e ceftazidima estao ficando inapazes
de combater bactérias resistentes, estd ocorrendo um cres-
cente numero de enzimas que hidrolizam cefalosporinas.

O surgimento de resisténcia bacteriana aos antimicrobia-
nos é inevitdvel, pela conservacao e perpetuacao das espé-
cies, mas o controle na utilizacao dos mesmos pode limitar
o aparecimento de cepas multirresistentes. O combate a
estes microrganismos em hospitais pode ser realizado atra-
vés do conhecimento da microbiota local e a valorizacao
das comissoes de controle de infecgao hospitalar'.

A resisténcia das diversas espécies bacterianas aos antimi-
crobianos é extremamente varidvel entre paises, regido e a
origem hospitalar ou comunitdria das estirpes®.

O trabalho do laboratério de microbiologia é imprescindi-
vel na detecgao das enterobactérias produtoras de ESBL e
de possiveis surtos nosocomiais. Portanto, o microbiologis-
ta deve se manter sempre atualizado e preparado para re-
alizar testes com acurdcia cada vez maior e que estes refli-
tam com fidelidade os resultados encontrados. A deteccao
precoce destas bactérias multirresistentes é de suma im-
portancia para se instaurar o tratamento adequado e as
medidas de isolamento dos pacientes, necessarios para se
evitar a disseminacdo destes patégenos.

CONCLUSAO

eDas 225 hemoculturas realizadas no bercario do Hospital Ge-
ral de Fortaleza 38 foram positivas, um percentual de 16,88%.

eDas 38 amostras positivas, 57,90% foram positivas para
algum tipo de microrganismo e 42,10% foram positivas pa-
ra Klebsiella pneumoniae, mostrando a predomindncia de
Klebsiella nas hemoculturas realizadas em neonatos.

*Do total de hemoculturas positivas para Klebsiella pneu-
moniae, 81,25% foram cepas produtoras de betalactamase.

*Os antimicrobianos que a bactéria apresentou maior sen-
sibilidade foram ofloxacina, ciprofloxacina, imipenem e ce-
foxitina, todos com uma sensibilidade de 100%.

*Os antimicrobianos que apresentaram uma sensibilidade
intermedidria foram pip/tazo com 70% seguida do cefepime
com 58%, sulfa/trimet com 50% e gentamicina com 33%.

eAntimicrobianos com menores indices de sensibilidade
foram cefuroxima com 20%, amicacina 17%, amp/sulbac-
tam 17% cefpodoxima 10% e cefotaxima 8%.

eAlguns antibiéticos ndo apresentaram nenhuma atividade
contra cepas de Klebsiella, foram: cefazolina, cefalotina, cef-
triaxona, ampicilina, aztreonam, piperacilina e tobramicina.
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/Titulo de Especialista em Analises Clinicas

0 TEAG - Titulo de Especialista em Analises Clinicas, ¢ um documen-
to outorgado pela SBAC - Sociedade Brasileira de Analises Clinicas,
no qual somente os profissionais que exercem as Anélises Clinicas, e
que sejam legalmente habilitados para assumirem a responsabilidade
técnica por Laboratdrios Clinicos, de acordo com a legislacao federal
vigente no pais, é que podem prestar o Concurso para obter o
Certificado do Titulo de Especialista em Analises Clinicas.

0s candidatos para se inscreverem no Concurso do TEAC, deverao solic-
itar regulamento e ficha de inscricio na SBAG-Nacional ou
Regionais/Delegacias, por fax, telefone, e-mail, carta ou pessoalmente.

Condicdes para inscrigéo no Concurso do TEAC:

1. Os candidatos habilitados a prestarem o Concurso sdo: Farmacéutico-bio-
quimico, Médico e Biomédico.

2. Ser sdcio da SBAC efetivo e estar em dia com 0s seus deveres estatuarios.

3. Preencher ficha de inscrigéo, colocando quais as matérias de peso 03 e 02.

3.1 0 candidato obrigatoriamente tera que escolher as matérias de peso 03
e 02, a peso 03 devera ser a matéria de maior conhecimento do candidato, e
peso 02 a Segunda matéria de maior conhecimento do candidato, as outras
matérias contardo como peso 01.

4. Pagar taxa de inscrigéo do concurso.

5. Para os inscritos no Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas, havera
desconto de 50% na taxa de inscri¢do do Concurso do TEAC.

6. Apos estes procedimentos, o candidato tem direito de receber o Programa
do Concurso (impresso ou em disquete).

As Disciplinas:

1 - De acordo com o Programa o Candidato é avaliado pela Banca
Examinadora do Concurso, no qual tera que ser aprovado nas seguintes
Especialidades das Andlises Clinicas:

- Bioquimica Clinica;

- Hematologia Clinica;

- Imunologia Clinica;

- Microbiologia Clinica;

- Parasitologia Clinica.

2 - 0 contedido programatico do Controle da Qualidade e da Seguranca,
é aplicado a essas disciplinas.

3 — Excepcionalmente o candidato também podera ter o apostilamento de
Citologia Esfoliativa no Certificado do TEAC. Neste caso, o candidato também
terd que se inscrever no Concurso para obtencdo do TECC - Titulo de
Especialista em Citologia Clinica, pela SBCC — Sociedade Brasileira de Citologia
Clinica, sendo aprovado recebera o certificado pela SBCC.

4 -Tendo sido aprovado no Goncurso para obtencao do TECC, e no Concurso para
obtencao do TEAC, o Certificado do Titulo de Especialista em Andlises Clinicas, terd o
apostilamento em Citologia Esfoliativa no verso do Certificado.

5 — Néo tendo sido aprovado no Concurso para obtencdo do TECC, e
sendo aprovado no Concurso do TEAC, o candidato tera o Certificado do
Titulo de Especialista em Analises Clinicas, sem o apostilamento em
Citologia Esfoliativa.

6 — Os portadores do Titulo de Especialista em Andlises Clinicas, que se
submeterem a prova para obtencéo do TECC, pela SBCC e forem aprovados,
tera seus Titulos apostilados no verso a especialidade de Citologia Esfoliativa.

As Provas:

0 Concurso do TEAC é composto das Provas Escritas, Préticas de
Conhecimento (dissertativa, oral e slide) e de Titulos (exercicio profissional
e atualizagéo de conhecimentos).

\Obs: a avaliagao em Citologia pela SBCC, sera Prova Escrita, Pratica e Avaliagdo curricular.

Avaliagéo da Prova de Titulos a Outorga do TEAC: \

0s Candidatos aprovados terdo que enviar no prazo maximo de 2 anos (de
acordo com o Regulamento do TEAC), Curriculum e cOpia de documentagdo
comprobatdria de exercicio profissional e atualizacéo de conhecimentos.

Validade do TEAC:

0 TEAC é um documento que tem validade de 05 (cinco) anos, e de acor-
do com o seu Regulamento apds 5 (cinco) anos da data de outorga ou da
data da Ultima renovagéo do Titulo de Especialista o profissional teré que
comprovar que continua exercendo a profissao e que se atualizou nos Ulti-
mos cinco anos, enviando os documentos que somem 2.000 pontos de acor-
do com o Capitulo Ill - Da Avaliagdo, Artigo 8°,  do Regulamento do TEAC.

0 Portador do TEAC que, na renovagdo néo atingir o valor de pontos deter-
minado no Regulamento, podera submeter-se as Provas de Conhecimentos,
que serdo avaliadas, de acordo com o item 1 do Artigo 8°.

Préximo Concurso do TEAC:

Esté previsto para ser realizado 0 68° Concurso para Outorga do TEAC, em
01/05/2008, durante 0 1° Congresso Sul Brasileiro de Andlises Clinicas, em
Floriandpolis — SC, no horario de 08 as 12h (Prova Escrita/Slide) e 13:30 as
18h (Prova Oral).

Obs: 0 Concurso do TEAC em Floriandpolis-SC, somente sera realizado se houver no mini-
mo 40 candidatos inscritos e ndo podendo ultrapassar este total.

0 prazo de recebimento das fichas de inscrigéo para este Concurso sera
até o dia 15/04/2008 (data de postagem).

0 valor da taxa de inscrigdo para o Concurso do TEAC € de R$ 198,00, excep-
cionalmente para este Concurso os inscritos no 1° Congresso Sul Brasileiro de
Andlises Clinicas, terdo desconto de 50% ficando em R$ 99,00.

Informamos, que caso 0 68° Concurso do TEAC ndo seja realizado durante o
gvento em Floriandpolis - SC, 0 mesmo acontecerd em 27/09/2008, durante o
35° Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas e 8° Congresso Brasileiro de
Citologia Clinica, em Fortaleza — CE, no hordrio de 08 as 12h (Prova
Escrita/Slide) e 13:30 as 18h (Prova Oral).

Ataxa de inscricdo para 0 Concurso do TEAG é no valor R$ 198,00 (cada). Para os
inscritos no 35° CBAC e 8° CBCC, havera desconto de 50% nas inscrigdes.

0 prazo de recebimento das fichas de inscri¢o para o Concurso do TEAC sera
até o dia 06/09/2008, (data de postagem).

Lembramos que a ficha de inscricdo e o pagamento da taxa para o 68°
Concurso do TEAC, deverdo ser enviados para a SBAC-Nacional, Rua Vicente
Licinio, 99 - Tijuca — 20270.902 - RIO DE JANEIRO - RJ .

Para o candidato que desejar se preparar para o TEAC 2008, a SBAC disponi-
biliza aos interessados: o Programa TEAC e o Regulamento TEAC.

Para fazer sua inscri¢do devera solicitar ficha, através dos tel./fax (21) 2187-
0800 e 2187-0805 ou do e-mail: teac@shac.org.br

No caso de divida e esclarecimentos,
entre em contato conosco:
SBAC, através dos tel./fax (21) 2187-0800 e 2187-0805 ou
através do e-mail: teac@sbac.org.br
SBCC, através dos tel./fax (62) 3229-0468 e 3223-5661 ou
através do e-mail: shacgo@terra.com.br
J
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Estudo epidemiolégico das dermatofitoses em
instituicoes publicas da cidade de Barretos,
Sao Paulo, Brasil*

Dermatophytosis epidemiologic study in public institution of Barretos city, Sao Paulo, Brazil

Catia Rezende', Graziela Porsani Borsari’, Alessandra Cristina Fontes da Silva’ &
Fernanda Regina Cavalcanti’

/RESUMO - As dermatofitoses sao infeccoes superficiais capazes de produzir lesoes em tecidos queratinizados, como pele, pélo, e
unhas. Foram examinados 536 individuos procedentes de Barretos, com suspeita clinica de infecgoes fingicas, no periodo de Novem-
bro de 2002 a Outubro de 2003, verificando-se a incidéncia e a etiologia das dermatofitoses. Material coletado de véarias regioes cor-
poéreas foram examinados em microscopia com KOH 10% e cultivados em agar Sabouraud. O microcultivo permitiu identificar o Tri-
chophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis, Trichophyton tonsurans e Epidermophyton floccosum. Quanto
a localizagao das lesoes, os membros inferiores, pés (55%) e unhas (15%) foram as regides mais acometidas. Foi analisada a distri-
buicao corporal das lesdes de dermatofitoses com os respectivos agentes etiolégicos encontrados.

PALAVRAS-CHAVE - dermatofitoses, etiologia, epidemiologia.

/

tive etiologic agents found.
KEYWORDS - dermatophytosis, etiology, epidemiology.

KSUMMARY - Dermatophytoses are superficial infections that may lead to lesions of keratinized tissues, like skin, hair and nails. A to\
tal of 536 individuals from Barretos, SP, with suspected dermatophytic lesions were examined over a period of November (2002) to Oc-
tober (2003) in order to determine the incidence and etiology of dermatophytosis. Material collected from different body parts was
submitted to direct microscopic examination using KOH, cultured in Sabouraud agar. Microscopically examined of colony morpho-
logy identified Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis, Trichophyton tonsurans and Epidermophy-
ton floccosum. Concerning the location of the lesions, the inferior limbs, feet (55%) and nails (15%) were the most frequently found
clinical pattern in the majority of patients. The distribution of the different infected body sites was determined in terms of the respec-

/

INTRODUCAO

Dermat()ﬁtos sdo um grupo de fungos queratinofilicos
estreitamente relacionados, capazes de invadir teci-
dos queratinizados de humanos e animais, causando in-
feccoes denominadas dermatofitoses (37).

Os dermatoéfitos sdo classificados em trés Géneros: Tri-
chophyton, Microsporum e Epidermophyton, podendo ser
também identificados com base na sua origem: antropofili-
co (humanos), zoofilicos (animais) e geofilicos (solo) (35).
A distribuicdo geogréafica dos dermat6fitos mostra-se bas-
tante variavel; enquanto alguns sdao cosmopolitas, a distri-
buicao de outros depende dos seguintes fatores: adaptagao
ao meio ambiente, deslocamento humano, convivio com
animais domésticos, aspectos sécio-econdémicos, sexo, ida-
de e imunidade do hospedeiro, promovendo variagoes no
espectro destes fungos, de regiao para regiao (35, 39).

Os dermatoéfitos constituem o grupo de fungos mais fre-
quentemente isolados em laboratérios de Micologia. Esti-
ma-se que 10 a 15% da populacdo humana poderao ser in-
fectadas por estes microrganismos no decorrer de sua vida
(27, 33, 35). O presente estudo caracteriza os agentes etio-
légicos e o tipo de lesdo predominante em criancas na ida-
de escolar na regidao de Barretos, Sao Paulo, no periodo de
Novembro de 2002 a Outubro de 2003; sendo importante
para a saude publica, dada a necessidade do conhecimen-
to dos agentes etiolégicos das dermatofitoses, em determi-
nado meio, que variam ao longo do tempo e com as con-
digdes socioecondmicas, associada a nao obrigatoriedade
de notificacao no Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Foram investigadas 536 criancas (entre 2 a 14 anos) em 8
Instituicoes Publicas de Barretos — S.P., sendo coletadas um
total de 120 amostras clinicas. Espécimes clinicos de lesdes
sugestivas de dermatofitoses foram coletados (pele, cabelo,
unha) usando bisturi estéril. Foram obtidos os seguintes
dados dos pacientes: nome, idade, raca, sexo, material cli-
nico e sitio anatomico. As amostras foram processadas no
Laboratério de Microbiologia Clinica das Faculdades Uni-
ficadas da Fundacgao Educacional de Barretos.

Os espécimes clinicos foram processados de acordo com
sua origem no sitio de infeccao, sendo analisado segundo a
morfologia em exame direto com KOH 10% (hidréxido de
potéssio) mais Dimetilsulféxido (DMSO). O material clinico
foi cultivado em dgar Sabouraud dextrose acrescido de clo-
ranfenicol (0,05%) e dgar Micobiotic, incubados a tempe-
ratura ambiente por aproximadamente 30 dias.

A identificacdo, do Género e Espécie de dermatofitos, foi
baseada nas caracteristicas macro e microscopicas das co-
lénias, bem como no microcultivo em dgar Batata ou Lac-
trimel. Testes adicionais tais como: perfuracao do cabelo in
vitro e prova da urease foram usados para diferenciar Tri-
chophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum.
Colonias de Trichophyton sp, confirmadas ap6s o microculti-
vo, foram cultivadas no dgar Uréia de Christensen e incuba-
dos a temperatura ambiente por até 7 dias. Este teste avalia
a producao da enzima urease pelo fungo que degrada a
uréia, presente no meio, em amonia e carbamato. O pH ini-
cial do meio é neutro e ap6s o crescimento do fungo e pro-

Recebido em 21/03/2007
Aprovado em 18/05/2007
'Curso de Farmacia-Bioquimica das Faculdades Unificadas da Fundagéo Educacional de Barretos.
*Laboratério de Microbiologia Clinica das Faculdades Unificadas da Fundacdo Educacional de Barretos
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ducao da urease, ocorre alcalinizacao com alteracao da cor
inicial do mesmo, passando de amarelo para rosa. Na prova
negativa nao ocorre alteracao da cor do meio. Trichophyton
mentagrophytes sao fortemente positivos, antes de 7 dias e
o Trichophyton rubrum sao negativos ou fracamente positi-
vos (alteracao da cor ap6s 14 dias de incubacgao).

O teste de perfuracao do cabelo in vitro avalia a presenca
ou auséncia da perfuracdo do cabelo pelo fungo. Fios de
cabelos foram colocados em placa de Petri e esterilizados
por autoclavacdo a 120°C por 10 minutos. Em seguida, fo-
ram colocados 25mL de dgua destilada estéril e adiciona-
dos 2 a 3 gotas de extrato de levedura. A avaliacao dos fi-
os de cabelos foram feitas em 4 semanas. O Trichophyton
mentagrophytes penetra dentro do pélo e o Trichophyton
rubrum nao perfura o pélo.

RESULTADOS

Das 536 pessoas investigadas, durante o periodo de No-
vembro de 2002 a Outubro de 2003, 48 apresentaram der-
matofitoses. Foram coletadas, 120 espécimes clinicos (de al-
guns pacientes foram coletados mais de um tipo de espéci-
mes clinicos) incluindo raspado de pele, unhas e pélos, des-
ses 5 apresentaram resultados positivos para dermatofitos.
Ao relacionar a prevaléncia de dermatofitose com os sexos,
foi verificado que a incidéncia é maior em homens, apre-
sentando 30 casos, do que em mulheres (18 casos).

O sitio anatémico mais infectado foi os interdigitos com 28
casos. A partir de todos os espécimes positivos para derma-
tofitos (n=51), encontraram-se 8 casos na regiao dos inter-
digitos, 6 casos nas costas, 4 casos no couro cabeludo, 4 ca-
sos nas pernas e 1 caso nas maos (Figura 1).
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Figura 1 - Prevaléncia dos sitios anatémicos infectados pelos
dermatofitos em Instituicoes de Barretos - SP

O Trichophyton rubrum foi a espécie mais freqiiente com
34 casos, seqguido por Trichophyton mentagrophytes com 9
casos, Microsporum canis com 6 casos, Trichophyton
tonsurans e Epidermophyton floccosum, ambos com 1 caso,
cada um (Figura 2).

B Trichophyton rubrum

B Trichophylon mentagrophyles
B Microsporum canis
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Figura 2- Prevaléncia de espécies de dermatéfitos isolados em
51 culturas positivas.
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Correlacionando-se as espécies isoladas com os respecti-
vos sitios anatomicos infectados, observou-se que os
dermatofitos que prevaleceram nos interdigitos foram:
Trichophyton rubrum com 22 casos, Trichophyton menta-
grophytes com 5 casos, Epidermophyton floccosum com 1
caso. Ja no couro cabeludo prevaleceram, Microsporum
canis com 3 casos e Trichophyton tonsurans com 1 caso.
Nas unhas foram isolados, Trichophyton rubrum com 6 ca-
sos, Trichophyton mentagrophytes com 2. Nas pernas pre-
valeceram o Microsporum cannis, 3 casos, enquanto,
Trichophyton rubrum apresentou 1 caso. Nas costas, Tri-
chophyton rubrum prevaleceu com 4 casos e Trichophyton
mentagrophytes, com 2 casos. Entretanto, nas maos o Tri-
chophyton rubrum foi o tnico isolado (Figura 3).
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Figura 3 - Distribuicao das espécies de dermatéfitos segundo o
sitio anatémico cometido em 48 isolados clinicos

DISCUSSAO

A presente pesquisa revelou um indice de 9% de dermato-
fitoses no grupo populacional estudado. Embora esse dado
seja inferior ao das estatisticas mundiais (3, 13), ele pode
nao corresponder exatamente o problema em nosso meio,
uma vez que no Brasil as dermatofitoses nao sao doencas
de notificacao obrigatéria. Estudos realizados em diferen-
tes regioes do Brasil tém demonstrado elevados indices de
dermatofitoses (6, 8, 22, 26).

O sitio anatémico mais infectado foram os pés (regidao dos
interdigitos) (55%), provavelmente devido a maior umida-
de e ma higienizacdao dos mesmos, seguido das lesoes de
unha (15%), estando de acordo com dados da literatura
que demonstram estes locais entre os mais acometidos (8,
9, 11, 12, 21, 24, 31). Neste estudo, as lesoes nas costas ti-
veram grande prevaléncia (12%), estando de acordo com
dados apresentados por Fernandes et al. (14), Ng et al. (30)
e Davel et al. (10).

O termo tinha do pé (Tinea pedis) é usado para englobar,
clinicamente, diferentes infec¢oes que atingem a pele des-
sa regido; essas podem acometer os interdigitos e regiao
plantar. Estudo desenvolvido por Lopes et al. (21), no peri-
odo de 1988-1997, demonstrou que a tinha do pé € a forma
mais comum das dermatofitoses, podendo simular outras
doencas da pele e tende a se tornar cronica. A casuistica
desta pesquisa apontou uma alta incidéncia desta, o que
pode ser explicado pelo habito da populacdao em usar sapa-
tos fechados tornando um meio propicio (umidade e tempe-
ratura) para o desenvolvimento de dermatoéfitos.
Onicomicose (Tinea unguium) é definida como infecgdo
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fingica da unha, representando 20% de todas as desordens
que a acometem. Os agentes etiologicos: Trichophyton ru-
brum, Trichophyton mentagrophytes e Epidermophyton
floccosum, sdo os mais frequentemente isolados. Das espé-
cies causadoras de onicomicose, o Trichophyton rubrum foi
0 mais prevalente, com 75% dos casos, reforcando os dados
da literatura mundial que apontam esse fungo como o mais
cosmopolita e implicado na génese das dermatofitoses (2, 7,
8,12, 17, 30, 31, 32, 36). A epidemiologia da onicomicose é
uma combinacédo de vérios fatores que incluem: apresen-
tacao clinica, agente etiolégico, histéria do paciente, entre
outros (27). Dados relativos a incidéncia de onicomicose sao
conflitantes, variando de 2% nos EUA a 13% na populacao
da Finlandia (11). Comparativamente a essas estatisticas,
houve uma incidéncia de 15% de onicomicoses dermatofi-
ticas nas unhas dos pés na populacao estudada.

A tinha do corpo (Tinea corporis), na regiao das costas,
apresentou uma frequéncia de 12% e as espécies de der-
matofitos encontradas foram: Trichophyton rubrum e Tri-
chophyton mentagrophytes, sendo estes os mais frequen-
temente isolados (4, 6, 10, 14, 30). Lacaz et al. (20) regis-
traram o primeiro caso de dermatofitose por Trichophyton
raubitschekii em paciente com lesoes de tinha do corpo lo-
calizada nas nddegas.

Nas infecgdes do couro cabeludo, observou-se que houve o
predominio do Microsporum canis, sendo este o dermatoéfi-
to mais envolvido na tinha dessa regiao (Tinea capitis); Tri-
chophyton tonsurans ocupou o segundo lugar, estando de
acordo com dados encontrados em outros estudos (8, 10,
14, 16, 18, 22, 25). No Brasil, os agentes etiolégicos princi-
pais sao: Trichophyton tonsurans nas regides Norte-Nor-
deste e Microsporum canis no Sul e Sudeste do Pais. (25).
Estudos demonstram que a distribuicao das espécies de
dermatofitos varia ao longo do tempo e de acordo com a re-
giao, refletindo as condigdes socioecondmicas da popu-
lacao; adaptando-se as condig¢oes de determinados ecossis-
temas, sendo considerado de importacao, isto é, nao fazen-
do parte da microbiota dermatofitica propria do lugar (1,
15, 37, 38). AQUINO et al. (1) analisaram pacientes com
suspeita clinica de tinha do couro cabeludo em Joao Pes-
soa, Paraiba; o dermatofito isolado com maior frequéncia
foi o Trichophyton rubrum (37,7 %), seguido por Trichophy-
ton tonsurans (28,3%), Microsporum canis (24,5%), Tri-
chophyton verrucosum (7,5%) e Trichophyton menta-
grophytes (1,9%), salientando diferencas epidemiolégicas
quando comparados com resultados da Regidao Sudeste.
BERGSON & FERNANDES (5) investigaram a freqtiéncia
de portadores assintomaticos e doentes entre 79 coabitan-
tes com 56 criancas apresentando tinha do couro cabeludo,
no periodo de fevereiro de 1998 a fevereiro de 1999. A de-
teccdo do estado de portador assintomatico (2,5%), sendo
isolados Trichophyton tonsurans e Microsporum canis, tem
importancia primordial no controle desta infeccao.

As infeccdes nas pernas e maos apresentaram prevaléncia
de 8% e 2%, respectivamente. Microsporum canis e Tri-
chophyton rubrum foram os agentes etiolégicos isolados
das pernas e este, o Unico isolado de amostras obtidas das
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maos. Dados da literatura demonstram que o Trichophyton
rubrum é o dermatéfito mais freqlientemente isolado des-
tes sitios anatdémicos (4, 8).

Estudos epidemioldgicos no Brasil tém mostrado o predo-
minio de Trichophyton rubrum (9, 28, 32). Costa et al. (9)
analisaram 6.068 casos suspeitos de dermatofitoses em
Goiania-Go, durante o periodo de 1993 a 1997, desses
1.595 foram positivos para dermatéfitos. Trichophyton ru-
brum foi isolado de 37,5% dos casos, seguido de Trichophy-
ton mentagrophytes (36,4%) e Microsporum canis (16%).
Além disso, os dermatéfitos encontrados produziram lesdes
no pé (30,5%), na regido inguinal e crural (17,8%) e na re-
giao da pele glabra (15,5%). Estudo posterior, realizado no
periodo de Janeiro a Dezembro de 1999, confirmou os da-
dos referentes a prevaléncia dos agentes etiolégicos; entre-
tanto, com relacao a localizacao das lesdes, os membros in-
feriores, juntamente com o couro cabeludo foram os locais
mais acometidos (7). Em Porto Alegre-RS no periodo de
1981 a 1995, um estudo mostrou o predominio de Tri-
chophyton rubrum (55,33%), e em segundo lugar o Tri-
chophyton mentagrophytes (21,46%) (28). Estudo realiza-
do em Florian6polis-SC, durante os anos de 1995 e 1996,
em que foram analisados 946 pacientes, 249 apresentaram
dermatofitoses. A incidéncia de Trichophyton rubrum foi
de (58,6%), seguido de Trichophyton mentagrophytes
(25,3%), Epidermophyton floccosum (7,2%), Microsporum
canis (4,8%), Trichophyton tonsurans e Trichophyton viola-
ceum (1,6%) e Microsporum gypseum (0,8%) (34). A epi-
demiologia das dermatofitoses na cidade de Fortaleza foi
realizada, avaliando 2297 pacientes com lesdes suspeitas
de dermatofitoses. 23,2% dos pacientes foram positivos pa-
ra dermatofitoses, onde o Trichophyton rubrum foi o agen-
te mais prevalente (49,6%), seguido de Trichophyton ton-
surans (34,4%), Microsporum canis (7%) e Trichophyton
mentagrophytes (6,2%). Correlacionando as espécies com
o sitio anatémico infectado, foi observado um predominio
de Trichophyton tonsurans em lesoes do couro cabeludo e
Trichophyton rubrum em lesoes corporais. Estes resultados
diferem dos dados estatisticos na regido Sul e Sudeste no
Brasil, que demonstram o Microsporum canis como o agen-
te mais freqiiente na tinha do couro cabeludo (4).

Através deste estudo, foi possivel caracterizar as espécies de
dermatdfitos mais envolvidas nas dermatofitoses do nosso
meio, observando que o Trichophyton rubrum é a espécie
mais cosmopolita desse grupo fungico, tendo sido isolado
em mais da metade dos casos, seqguido pelo Trichophyton
mentagrophytes, Microsporum canis, Trichophyton tonsu-
rans e Epidermophyton floccosum. As espécies Trichophyton
violaceum e T. verrucosum nao foram isoladas em nosso es-
tudo, sendo descritas apenas esporadicamente (6).

Dados da literatura mundial demonstram diferencas epide-
miolégicas das dermatofitoses, podendo estar relacionadas
com condicodes sécio-economicas, higiénicas e ambientais
(13, 18, 19, 24, 29, 37). Com isso, pode-se concluir que os
resultados obtidos com o nosso estudo estao de acordo com
a maioria dos estudos epidemioldgicos realizados no Brasil.
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A utilizacao de técnicas de biologia molecular na
genética forense: uma revisao*

The use of molecular biology techniques in foresinc genetis: a review
Analara Koch' & Fabiana Michelsen de Andrade?

RESUMO - Os avangos nas tecnologias de DNA surtiram um enorme impacto no campo da ciéncia forense. Com uma incrivel sensix
bilidade e um alto poder de discriminacao, a analise de DNA tem sido uma poderosa ferramenta para a identificacao humana e inves-
tigagoes criminais. O presente estudo fara uma revisao sobre as técnicas de Biologia Molecular mais significativas — RFLP, VNTR, PCR
e STR - que foram desenvolvidas nas dltimas décadas, tendo como principio o estudo de diferentes polimorfismos de DNA para a iden-
tificacao precisa de individuos. Por um longo tempo, estes polimorfismos foram detectados por técnicas que possuiam como base a ele-
troforese. Outra técnica que também sera exposta, Southern Blotting, visa a identificacao de uma seqiiéncia de bases especificas do
DNA, que foi por muito tempo aplicada tanto na deteccao de SNPs como de VNTRs e STRs. Além disto, serd descrita a reacao em
cadeia da polimerase (PCR), um método laboratorial capaz de copiar milhdes de vezes um segmento do DNA, que se destaca peran-
te outras técnicas por ser um procedimento relativamente simples e facil de realizar em laboratério, gerando resultados precisos e sa-
tisfatérios, em um curto espaco de tempo. Por fim, serdo descritos os métodos automatizados que, a partir de PCR, permitem a de-
teccado rdpida de marcadores moleculares, a fim de facilitar e tornar mais precisa a identificacdo forense.

PALAVRAS-CHAVE - Técnicas de biologia molecular, Genética forense, Tipagem de DNA, Perfil de DNA, Investigacoes criminais,
RFLP, VNTR, PCR, STR. J

KSUMMARY - The advent of DNA-based technologies promoted significant impact in the field of forensic science. According to its high
sensibility and powerful discrimination, the DNA analyses have been a powerful tool to human identification and criminal investiga-
tions. The present study will be taken to produce a review about the most important techniques of molecular biology developed in re-
cent decades, such as RFLP, VNTR, PCR and STR. These techniques are based in the study of different polymorphisms in the DNA
and it could be used in the precise subjects identification. For a period, these polymorphisms were detected through techniques ba-
sed in electrophoresis. Besides, other procedures will be explained, like Southern Blotting that aims to identify specific DNA sequen-
ces and could be applied in the research of SNPs, VNTRs and STRs. It will be also described the Polimerase Chain Reaction (PCR), a
laboratorial method able to amplify millions of a short DNA segment. This technique has some advantages through the others becau-
se it is a simple and easy procedure to be done in laboratories, and could offer accurate and satisfactory results in a short period of ti-
me. Concluding, automated techniques based in PCR will be present that permit fast detection of molecular evidences in order to fa-
cilitate and promote reliable forensic identification.

KEYWORDS - Molecular Biology Techniques, Forensic Genetic, DNA typing, DNA profiling, Criminal investigation, RFLP, VNTR, PCR, STRJ

INTRODUCAO

Oavan(;o da ciéncia e tecnologia a nivel forense teve seu
ponto culminante em meados dos anos 80, quando as
técnicas de identificacdo, fundamentadas na andlise direta
do &cido desoxirribonucléico (DNA), tornaram-se uma das
mais poderosas ferramentas para a identificacao humana e
investigagoes criminais (BENECKE, 1997). A determinacao
de identidade genética pelo DNA pode ser usada para de-
monstrar a culpabilidade dos criminosos, exonerar os ino-
centes, identificar corpos e restos humanos em desastres
aéreos e campos de batalha, determinar paternidade com
confiabilidade praticamente absoluta, elucidar trocas de
bebés em berc¢drios e detectar substituicoes e erros de ro-
tulacao em laboratérios de patologia clinica (PENA, 2005).
O primeiro método de utilizacdao da andlise do DNA para
identificar individuos foi desenvolvido em meados da dé-
cada de 1980 por Sir Alec Jeffreys, da Universidade de Lei-
cester e, apesar do seu enorme poder potencial, houve sé-
rias reservas quanto o seu uso real, pois no inicio, havia
muitas duvidas quanto a reprodutibilidade e a confiabili-
dade dos métodos (DUARTE et al., 2001; BROWN, 2001).
Com o conhecimento atual, ao menos duas grandes vanta-
gens devem ser citadas sobre a tipagem molecular: o DNA
possui uma alta estabilidade quimica mesmo apds um lon-
go periodo de tempo e estd presente em todas as células
nucleadas do organismo humano, o que facilita a obtencao
do mesmo (MALAGHINI et al., 2006).

As primeiras técnicas forenses de identificacdo humana
eram convenientes apenas para andlise de DNA de evi-
déncias biolégicas que contivessem células nucleadas.
Atualmente, com a implementacao do seqiienciamento do
DNA mitocondrial, essa limitacao tem sido superada (LEE
e LAAD, 2001). Se antes, impressoes digitais e outras pis-
tas eram usadas para desvendar crimes; hoje, sdo inimeros
os espécimes biolégicos dos quais o DNA pode ser extrai-
do. Podemos encontréd-lo em pequenas amostras de san-
gue, ossos, sémen, cabelo, dentes, unhas, saliva, urina, en-
tre outros fluidos, e andlises cuidadosas desse material aju-
dam a identificar criminosos (BENECKE, 2002).

As aplicac¢oes da Biologia Molecular no laboratério criminal
centralizam-se, em grande parte, na capacidade da andlise
do DNA em identificar um individuo a partir de cabelos,
manchas de sangue e fluidos corporais, entre outros itens
recuperados no local do crime. Essas técnicas sao conheci-
das como datiloscopia genética (genetic fingerprinting),
embora o termo mais preciso e utilizado para designé-las
seja perfil de DNA (BROWN, 2001). O perfil de DNA se ba-
seia no fato de que gémeos idénticos sao os Unicos indivi-
duos que possuem coépias idénticas do genoma humano,
mas este, em individuos diferentes, contém muitos polimor-
fismos, que sdo posicoes onde a seqliéncia de nucleotideos
difere em cada membro da populacao. Para ser considera-
do um polimorfismo, o alelo raro de um determinado loco
deve estar presente em mais de 1% dos individuos da po-
pulacdo. Assim, com esta grande variacao no nimero e no
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tipo de variagoes, fica possivel identificar uma pessoa com
base no seu padrao de polimorfismos (BROWN, 2001).

A tipagem do DNA para finalidades forenses se baseia nos
mesmos principios fundamentais e usa as mesmas técnicas
que sao rotineiramente empregadas em uma ampla varie-
dade de situacoes médicas e genéticas, tais como: o diag-
noéstico e o mapeamento genético (DUARTE et al., 2001). O
DNA é resistente a muitas condi¢oes que destroem a mai-
oria dos outros compostos biolégicos, como as proteinas.
Além disso, somente poucas células nucleadas, que conte-
nham pequenas quantidades de DNA, sdo necessdrias pa-
ra a identificacdo de um individuo. Por essas razoes, as
andlises diretas do DNA freqlientemente dao resultados
ateis em situagoes em que os métodos mais antigos, como
0s que empregavam grupos sangiineos e enzimas, fracas-
savam (DUARTE et al., 2001; SCHNEIDER, 1997).

Com uma incrivel sensibilidade e poder de discriminacao,
a andlise de DNA tem sido a “figura-chave" e promete
grandes progressos no campo da ciéncia forense (LEE e
LAAD, 2001). Por possuir um alto poder de discriminacao,
a tipagem do DNA tem fornecido aos investigadores uma
grande chance de excluir suspeitos que nao estao relacio-
nados a cena do crime (BAECHTEL e COMEY, 1996). O
numero de tribunais que tém aceitado evidéncias baseadas
no DNA cresce a cada dia, levando-nos a crer que, em um
futuro ndo muito distante, esta tecnologia serd empregada
em todo o Sistema Legal (PRIMORAC et al., 2000). Porém,
para que nao ocorra nenhum tipo de erro e para a precisao
dos resultados, regras rigidas de coleta e processamento
das amostras devem ser adotadas (LEE e LAAD, 2001).
Nas ultimas décadas, muitas técnicas foram desenvolvidas,
objetivando a identificacao genética precisa de individuos.
Dentre elas, as mais significativas sao: RFLP, VNTR, PCR e
STR (ALBUQUERQUE, 2004). Assim, o objetivo deste arti-
go é descrever estas e outras técnicas relacionadas a inves-
tigacao forense, ao mesmo tempo em que uma revisao de
suas aplicacoes em diferentes situacoes serd realizada.

COLETA E PRESERVAGAO DE
EVIDENCIAS BIOLOGICAS

A capacidade de introduzir achados de DNA no tribunal
sofre um grande impacto pela coleta das provas e métodos
de preservacao. Do ponto de vista técnico e criminalista, o
DNA pode ser coletado da maioria dos espécimes biolégi-
cos, pois sendo uma molécula estdvel em ambiente seco e
frio, se armazenado em tais condigoes, tem grandes chan-
ces de resultados confiaveis (BENECKE, 2005). Protocolos
de coleta de amostras detalhados tém sido previamente
descritos. O método de coleta especifico dependera do es-
tado e condicdo da evidéncia bioldégica. Em geral, uma
quantidade significativa de material deve ser coletada pa-
ra garantir a extracao de DNA suficiente para os testes. No
entanto, é importante preservar a coleta de sujeira adicio-
nal, gorduras, fluidos e outros materiais que possam afetar
o processo de tipagem de DNA (LEE e LAAD, 2001). Deve-
se, também, levar em conta que o material biolégico recu-
perado na cena do crime pode sofrer alteracdes ambientais
(luz, altas temperaturas, reativos quimicos, etc) que po-
derao ocasionar quebras e alteracoes da cadeia de nucleo-
tideos e, como conseqiiéncia, modificar a composicao e a
estrutura normal do DNA, impossibilitando a analise (BO-
NACCORSO, 2004).

Cada espécime biol6gico deve ser recolhido de acordo com
as praticas forenses estabelecidas. Uma vez que as amos-
tras foram coletadas, elas devem ser imediatamente entre-
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gues ao laboratério forense e, para minimizar a deterio-
racao da amostra e os itens, devem ser guardados em am-
biente frio e seco até que sejam submetidos a testagem
(BENECKE, 2005).

Em casos de justica, se a evidéncia nao for documentada,
coletada, embalada e preservada com muito cuidado, ela
pode nao preencher os requisitos legais e cientificos para
serem admitidos num tribunal, pois, se ela nao foi apropri-
adamente documentada antes da coleta, sua origem pode
ser questionada e se tiver sido mal coletada ou embalada,
a possibilidade de contaminacdo aumentard, levando a
uma maior possibilidade de discordancia nos resultados da
andlise do DNA. Na perspectiva dos desafios legais, para
uma confiabilidade nos resultados dos métodos aplicados,
é essencial que medidas estritas de cuidados com contami-
nacao sejam seguidas (LEE e LAAD, 2001).

Toda a atividade humana esté associada a algum tipo de er-
ro. Existem fontes potenciais de erro durante todo o estagio
do processamento da prova fisica, desde a coleta em campo,
passando pela anélise no laboratoério, até a interpretacao dos
resultados dessa andlise. Nem todos os erros tém conse-
qiéncias prejudiciais; muitos nem tem conseqiiéncias. Mui-
tos sao prontamente identificados e podem ser corrigidos.
Os lapsos que mais preocuparm, sao aqueles que possam le-
var a uma falsa semelhanca. Falsas exclusoes sao importan-
tes, mas é improvavel que levem a falsas condenacodes. Para
conseguir resultados precisos, cuidados e atencao a deta-
lhes, devem ser utilizados em todos os estdgios do processo
de identificacao pelo DNA (DUARTE et al., 2001).

MARCADORES MOLECULARES PARA A
IDENTIFICAGAO HUMANA

Nos testes de determinacao de identidade genética sao es-
tudadas regides genoémicas em que ha variagdo entre pes-
soas normais. Essas regioes sao chamadas de "polimorfis-
mos de DNA" ou “marcadores de DNA". Nos ultimos anos
foram desenvolvidas diversas técnicas para estudo de dife-
rentes tipos de polimorfismos de DNA, formando assim um
verdadeiro carddpio, no qual os cientistas e laboratérios
podem escolher o método mais adequado para solucionar
o problema em maos (PENA, 2005).

O método mais usado hoje em dia é o estudo de regides repe-
titivas de DNA, chamadas de “minissatélites” (VNTR's) e “mi-
crossatélites” (STR's). A chave da diversidade nessas regioes é
que o numero de repeticoes varia entre individuos e pode ser
estudada com sondas de DNA, ou através de PCR, como vem
sendo feito em maior escala atualmente (PENA, 2005).
VNTRs: (do inglés variable number of tandem repeats ou
“numero variavel de repeti¢oes em tandem"): também de-
nominados de minissatélites, sdo polimorfismos de DNA
que consistem numa série de comprimento de repeticoes
de fragmentos de DNA. Uma regiao VNTR tipica consiste
de 500 a 1000 pb, compreendendo principalmente unida-
des repetidas em seqiiéncia, cada qual com cerca de 15 a
35 pb de comprimento. Os locos VNTR sao particularmen-
te convenientes como marcadores para a identificacao hu-
mana, pois possuem um ntmero muito grande de alelos di-
ferentes e, sendo assim, é provavel que nao existam dois
individuos ndo aparentados que compartilhem o mesmo
genotipo (THOMPSON, 1993; DUARTE et al., 2001;
KASHYAP et al., 2004).

STRs (do inglés short tandem repeats ou “repeticoes curtas
em tandem"): STRs ou microssatélites sao polimorfismos
muito similares aos VNTRs, mas diferindo em seu tamanho
(em geral nao ultrapassam 200pb) e no comprimento das
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unidades de repeticao em tandem, que variam de 2 a 7 nu-
cleotideos. Estes locos sdao muito abundantes no genoma
humano (KASHYAP et al, 2004), e cada um deles possui
um grande numero de diferentes alelos, inclusive maior do
que o encontrado em VNTRs, o que os torna ainda mais ttil
para identificacao humana.

Marcadores bi-alélicos: além dos minissatélites e microssa-
télites ha dois grandes grupos de polimorfismos no genoma
humano - os polimorfismos de substituicao de nucleotideos
Unicos (single nucleotide polymorphisms, ou SNPs) e os po-
limorfismos de insercdo ou delecao de um ou mais nucleoti-
deos (polimorfismos de insercao - delecao; ins/del). Ambos
polimorfismos apresentam a grande vantagem de que po-
dem ser estudados em produtos de amplificacao muito cur-
tos (50 pb ou menos) e, assim, apresentam distintas vanta-
gens sobre os microssatélites no estudo de DNA extrema-
mente degradado (PENA, 2005). Os mais abundantes e os
melhor estudados desse grupo sao os SNPs. Cerca de 5,3
milhoes deles foram encontrados no genoma humano, o que
corresponde a um SNP a cada 600pb (XIAO J et al, 2006).
Recentemente, varias publicacoes tém analisado a possibili-
dade de que SNPs marcadores ins/del possam vir a substitu-
ir os STRs na identifcacao de criminosos. Porém, embora es-
tes marcadores possam oferecer algumas vantagens, os ban-
cos de dados ja foram montados com microssatélites e, por-
tanto, a facilidade de comparagoes entre um dado biolégico
e uma seqliéncia armazenada é muito maior para marcado-
res STRs. Além disto, a tipagem dos SNPs é relativamente
complexa mas por outro lado, os ins/del sao muito mais fa-
ceis de serem tipados porque seus alelos diferem somente
em tamanho (PENA, 2005). Na éarea de identificacdo huma-
na, estes marcadores apresentam a desvantagem de possui-
rem somente dois alelos, o que torna muito maior a possibi-
lidade de dois individuos compartilharem o mesmo genoti-
po, mesmo sem serem aparentados ou relacionadas a cena
do crime. Uma maneira de superar esta desvantagem seria
a tipagem de um numero maior de marcadores ins/del, de
maneira que fosse possivel uma identificacdo precisa.

Por muito tempo, estes polimorfismos foram detectados por
técnicas que possuiam como base a eletroforese, cujos fun-
damentos permitiram o desenvolvimento de métodos auto-
matizados que serao discutidos mais adiante. Assim, a pri-
meira técnica a ser descrita neste trabalho é a de eletrofo-
rese. Logo apés uma técnica que foi utilizada por um lon-
go tempo, denominada de southern blotting, serd breve-
mente descrita, tanto na deteccao de SNPs como de
VNTRs ou STRs. Com o advento da reacao em cadeia da
polimerase (PCR), todos os tipos de marcadores molecula-
res passaram a ser detectados a partir de quantidades me-
nores de amostras, com um tempo menor e, assim, uma
atencao especial serd dada para esta técnica. E, por ultimo,
uma apresentacao sera feita sobre os métodos automatiza-
dos, que a partir do PCR detectam um grande ntimero de
marcadores em um pequeno espaco de tempo.

TECNICAS UTILIZADAS PARA A GENOTIPAGEM DE
MARCADORES GENETICOS

ELETROFORESE:

Por meio dessa técnica é possivel separar moléculas em
funcao da sua massa (tamanho), forma e compactacao. Tra-
ta-se de uma técnica rédpida, sensivel e precisa. A molécula
em questdo, por exemplo o DNA, migra em suportes (géis
de agarose ou acrilamida) por acao de uma corrente elétri-
ca, com diferentes velocidades, dependendo do seu tama-
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nho e forma. Quando submetido a um campo elétrico, as
moléculas de DNA migram para o pélo positivo, pois sao
carregadas negativamente, e como forca oposta a migragao
existe o atrito com o suporte (gel). Quanto maior a molécu-
la, maior o atrito e mais lenta a migracgao; portanto, molécu-
las de tamanhos diferentes terdo migrado uma distancia di-
ferente depois de algum tempo. A distancia que o fragmen-
to percorreu a partir do ponto de aplicacdo é comparada
com a distancia que outros fragmentos de tamanhos conhe-
cidos percorreram no mesmo gel (VIEIRA, 2006). O DNA
pode ser visualizado na presenca de compostos intercalan-
tes, sendo que o mais utilizado é o brometo de etidio. Em
presenca desse composto, o DNA emite fluorescéncia por
exposicdo a luz UV e, assim, moléculas de um mesmo tama-
nho sao visualizadas em um mesmo ponto do gel, formando
uma faixa fluorescente (ZAHA et al., 2003). Se na amostra
submetida a corrente elétrica existir mais de um tamanho
de molécula, estas serao separadas na migracao e, entao,
serdo visiveis bandas em diferentes localiza¢oes do gel.
Basicamente, duas matrizes solidas sao utilizadas atualmen-
te para eletroforese: géis de agarose e géis de acrilamida. A
escolha do tipo de gel depende do tamanho do fragmento e
da diferenca de tamanho de diferentes fragmentos de DNA
que se quer visualizar. As duas substancias formam tramas
de poros de tamanhos varidveis, possibilitando a separacao
dos fragmentos, que terd sua eficiéncia dependente da con-
centracao do polimero e da intensidade da voltagem e am-
peragem aplicadas. Em qualquer um dos casos, estas subs-
tancias sao dissolvidas numa solucao-tampao eletrolitica,
obrigatoriamente a mesma que recobrird o gel na cuba de
eletroforese e possibilitard a passagem de corrente elétrica
(Tampao de Corrida). Para eletroforese de DNA, normal-
mente utiliza-se o TBE (Tris-Borato EDTA) e o TAE (Tris-
Acetato EDTA). Quanto a aplicagao das amostras no gel, é
importante ressaltar que antes disso elas sao misturadas a
uma outra solucao (Tampao de amostra), que tem como
funcao aumentar a viscosidade da amostra e assim impedir
que esta comece a flutuar no tampao de corrida antes que a
voltagem seja aplicada no sistema. Além disso, o tampao de
amostra possui um corante que possibilita a visualizacao do
andamento da corrida. Usualmente, pode-se utilizar uma
mistura de Azul de Bromofenol (corante), Xileno-Cianol e
Glicose (aumentam a viscosidade) dissolvidos no tampao de
corrida apropriado para cada reacao (VIEIRA, 2006).

Para agarose sdao utilizadas concentracoes de 0,5 a 4% no
gel. Quanto maior a concentracdao maior a sua capacidade
de distinguir fragmentos de tamanhos préximos. Ja para
acrilamida, normalmente, utiliza-se géis com concentracoes
de 4 a 25%. Estes ultimos apresentam uma definicao muito
maior do que a agarose: um gel de 10% pode, em certas
condicoes, separar fragmentos de DNA diferentes em tama-
nho por apenas um par de bases (VIEIRA, 2006).

Apesar de sua versatilidade e relativo baixo nivel de difi-
culdade de realizacao, a eletroforese convencional tem a
desvantagem de identificar os fragmentos apenas quanto
ao tamanho e ndo quanto a seqiiéncia (VIEIRA, 2006).

SOUTHERN BLOTTING:

O DNA com uma seqiliéncia de bases especifica pode ser
identificado por um procedimento desenvolvido por Edwin
Southern, conhecido como Southern blotting. Esse proce-
dimento utiliza a capacidade de a nitrocelulose ligar-se for-
temente ao DNA fita simples, mas néo a fita dupla. O pri-
meiro passo € a realizacao de uma eletroforese com o DNA
gendmico total, geralmente apés a clivagem com uma ou
mais enzimas de restricao. Apos a eletroforese do DNA fita
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dupla, o gel é embebido em NaOH para converter o DNA a
sua forma de fita simples. O gel é entao recoberto por uma
folha de nitrocelulose. As moléculas no gel sdao forcadas a
deslocarem-se para a nitrocelulose por capilaridade que re-
tira o liquido usando uma pilha de papel absorvente pelo
outro lado da nitrocelulose. O DNA de fita simples liga-se a
membrana de nitrocelulose na mesma posicao em que esta-
va no gel. Apés a secagem a 80° C, que fixa o DNA perma-
nentemente no lugar, a membrana de nitrocelulose é ume-
decida com uma quantidade minima de uma solugdo con-
tendo uma sonda de DNA de fita simples. Esta sonda con-
siste de uma sequiéncia de DNA conhecida, que pode inclu-
ir uma parte de um gene de interesse para alguma patolo-
gia ou, simplesmente, uma regido polimérfica se a intensao
for somente a discriminacéao entre individuos. Outra carac-
teristica desta sonda é que a molécula de DNA fita simples
estd ligada a um is6topo radioativo. A nitrocelulose umede-
cida é mantida em uma temperatura adequada por algumas
horas para permitir a renaturacao, isto €, a hibridizacao da
sonda a(s) seqiiéncia(s) alvo. A membrana é lavada para re-
mover a sonda radioativa nao-ligada, secada, e é feita uma
autoradiografia pela exposicao a um filme de raio X. A po-
sicdo das moléculas complementares a sonda radioativa é
indicada pelo surgimento de manchas escuras no filme
revelado (VOET et al., 2002).

A técnica de Southern Blotting pode ser utilizada na iden-
tificacao de polimorfismos que determinam a alteracao do
padréo de clivagem (devido a muta¢des pontuais em sitios
de restricao) obtido a partir de uma determinada regiao do
DNA (Restriction fragment length polymorphism — RFLP).
Esses diferentes padroes sao detectados utilizando-se a
prépria regido potencialmente polimérfica como sonda.
Padroes de RFLP obtidos com uma determinada sonda
(usualmente de uma regiao de DNA repetitivo) podem ser
utilizados no estabelecimento de uma “impressao digital”
de DNA, que permite a diferenciacdo entre dois individu-
os quaisquer (ZAHA et al., 2003).

Os primeiros testes usados para a deteccdo de minissatéli-
tes eram baseados em Southern e conhecidos como MLPs
(multi 16cus probes), capazes de identificar polimorfismos
de multiplos locos simultaneamente. Estes testes utilizavam
como sondas seqiiéncias de repeticdo em tandem e, quan-
do hibridizados por Southern, detectavam uma familia de
minissatélites, onde todos compartilham a mesma seqién-
cia de repeticao, gerando impressoes digitais de DNA espe-
cificas para cada pessoa. No entanto, os padrdoes gerados
eram complexos e essas provas nao podiam ser usadas pa-
ra detectar alelos de diferentes locos. Isto marcou o adven-
to de SLPs (single 16cus probes, sonda de um unico locos),
que compreendia uma Unica seqiiéncia de DNA flanquea-
dora de um VNTR. Assim, dependendo do ntumero de repe-
ticoes do VNTR, era possivel determinar o alelo do indivi-
duo. Diversos SLPs usados em uma série, poderiam gerar
perfis individuais e especificos (KASHYAP et al., 2004).

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A reacao em cadeia da DNA-polimerase (do inglés Polime-
rase Chain Reaction) revolucionou a genética molecular
por permitir a rdpida clonagem e a anélise do DNA. E um
método in vitro rdpido e verséatil para a amplificacao de se-
quiéncias-alvo de DNA definidas, presentes em uma prepa-
racao de DNA. Geralmente, o0 método é programado para
permitir a amplificacdo seletiva de uma seqiiéncia-alvo de
DNA especifica a partir de DNA total previamente extrai-
do. Para permitir tal amplificacao seletiva, alguma infor-
macao prévia, a respeito das seqiiéncias-alvo, € necessdria.
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Essa informacao é utilizada para desenhar dois oligonucle-
otideos iniciadores, denominados primers, os quais sao es-
pecificos para a seqiiéncia-alvo e apresentam cerca de 15
a 25 nucleotideos de extensao. Apds os primers terem sido
adicionados ao DNA-molde desnaturado, eles se ligam es-
pecificamente as seqliiéncias de DNA complementares ao
seu sitio-alvo, flanqueando e delimitando a regiao a ser
analisada. Na presenca de uma DNA-polimerase termoes-
tavel apropriada e dos quatro desoxirribonucleosideos tri-
fosfatos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), é iniciada a sintese
de novas fitas de DNA, que sao complementares a cada
uma das fitas de DNA do segmento-alvo de DNA, forman-
do, desta maneira, um fragmento de DNA com seqiiéncia
idéntica a do DNA a ser analisado, e previamente selecio-
nado pelo par de primers (STRACHAN et al., 2002).

Uma vez que este ciclo de duplicacao molecular é repetido
vdrias vezes, a PCR é uma reacao em cadeia porque as fi-
tas de DNA, recentemente sintetizadas, irao atuar como
moldes para mais uma sintese de DNA nos ciclos subse-
quentes. Apoés cerca de 25 ciclos de sintese de DNA, os
produtos da PCR irdo incluir, além do DNA que iniciou a
reacao, cerca de 10° copias da seqiiéncia-alvo especifica,
uma quantidade que é facilmente visualizada como uma
banda distinta de tamanho especifico quando submetida a
eletroforese em gel de agarose (STRACHAN et al., 2002).
O processo é relativamente simples e facil de realizar em
laboratério. Os resultados podem ser obtidos em um es-
paco curto de tempo, frequentemente menos do que 24 ho-
ras, em contraste com uma andlise do genoma total com
Southern, que exige até mesmo semanas.

Principais vantagens da técnica de PCR

Velocidade e facilidade de utilizacao: a clonagem de DNA
por PCR pode ser realizada em poucas horas usando-se um
equipamento relativamente simples, cuja funcao funda-
mental é a variacao de temperatura em cada passo da téc-
nica. Uma reagao de PCR consiste de 30 ciclos contendo as
etapas de desnaturacdo, sintese e pareamento, com cada
ciclo individual levando em geral 3 a 5 minutos em um ter-
mociclador automatizado, o que totaliza menos de trés ho-
ras para todo o processo. Evidentemente, algum tempo
também é necessdrio para a construcao e a sintese dos oli-
gonucleotideos que servirdo como primers, mas isso foi
simplificado pela disponibilidade de programas de compu-
tador para projetar primers e pela sintese comercial rapida
dos oligonucleotideos desejados (STRACHAN et al., 2002).
Sensibilidade: a PCR é capaz de amplificar seqiiéncias a
partir de quantidades infimas do DNA-alvo e, até mesmo,
do DNA de uma tnica célula. Esta vantagem torna a técni-
ca particularmente 1til na andlise forense, quando, em mu-
itos casos, a quantidade de material biol6gico, e portanto
de DNA extraido de algumas amostras, € muito pequena,
como em fios de cabelo ou tracos de saliva em tocos de ci-
garro. Desta maneira, a técnica possibilita a tipagem do
DNA em amostras de prova que nao poderiam ser analisa-
das através de outras técnicas, como por exemplo o Sou-
thern, uma vez que esta técnica necessita de uma grande
quantidade de DNA total. Além disso, a pequena quanti-
dade de DNA, necessaria para a PCR, torna mais facil
guardar porcoes de amostras para repetir os testes no mes-
mo ou em outro laboratério (DUARTE et al., 2001).

Tal sensibilidade excelente tem fornecido novos métodos
para o estudo da origem molecular de doencas e tem en-
contrado numerosas aplicagdes na ciéncia forense, no di-
agnostico, na andlise de ligagdes genéticas, utilizando a
classificacdo de um unico tipo de esperma, e nos estudos
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paleontolégicos em que as amostras podem conter um nu-
mero insignificante de células. No entanto, a sensibilidade
extrema do método implica que enormes cuidados devem
ser tomados para evitar a contaminacao da amostra com
DNA de outras fontes (STRACHAN et al., 2002).

Robustez e possibilidade de analise de amostras degrada-
das: a PCR pode permitir a amplificacao de seqiiéncias es-
pecificas a partir de material no qual o DNA estd grave-
mente degradado ou embebido em um meio onde o isola-
mento de DNA é problemético. Como o Southern utiliza
DNA gendémico total, é necessdrio que este DNA esteja em
bom estado, ou seja, que as moléculas estejam intactas.
Mas em genética forense, nem sempre as amostras biolégi-
cas sao novas e se encontram em um bom estado de con-
servacao, o que compromete a integridade do genoma da
célula a ser analisada. Uma vez que somente um fragmen-
to do DNA ¢ isolado e amplificado pela PCR, uma enorme
vantagem desta técnica é permitir a utilizacdo, com suces-
so, de amostras que contenham DNA degradado. Assim,
através da PCR, é possivel a tipagem do DNA em amostras
que de outra maneira nao poderiam ser analisadas, como
amostras antigas e ja decompostas, restos mortais de viti-
mas de incéndios ou acidentes e corpos em decomposicao,
por exemplo (DUARTE et al., 2001).

Principais limitacoes da técnica de PCR

Apesar de sua enorme popularidade, uma limitacao da
técnica de PCR é a questdao da contaminacao. Se o DNA
contaminante estiver presente em niveis comparaveis aos
do DNA alvo, sua amplificacao pode confundir a interpre-
tacao dos resultados da tipagem, possivelmente levando a
uma conclusao errébnea (DUARTE e cols, 2002). Com o ob-
jetivo de minimizar esta possibilidade, algumas providén-
cias devem ser tomadas, como utilizacao de um controle
negativo, no qual é feita a mesma reacao de PCR, mas ne-
nhuma amostra é colocada, e a separacao fisica das areas
do laboratério destinadas para o trabalho com PCR e com
produto ja amplificado (BOROVIK et al., 2006).

RFLP, VNTR e STR associados a PCR

A tipagem de RFLP foi a primeira tecnologia usada em tes-
tes de DNA forense, sendo adotada para uso em diversos
paises. Devido a necessidade de uma grande quantidade
de DNA nao-degradado, a tecnologia RFLP nao é mais o
protocolo de escolha dos laboratérios que realizam testes
de DNA forense. O método de PCR tem uma significante
vantagem sobre a técnica anterior de RFLP, baseada em
Southern, pois necessita de uma quantidade bem menor de
DNA para analise e, além disto, é um teste muito mais ra-
pido, podendo utilizar amostras muito degradadas, tendo a
certeza de resultados satisfatérios (SHULLER et al., 2001).
Assim, todos os polimorfismos descritos anteriormente sao,
atualmente, investigados através de PCR.

Quando a tipagem de DNA através de PCR ¢ avaliada,
uma série de vantagens sao percebidas. A mais importan-
te delas é a de que amostras com alto grau de degradacao
podem ser analisadas, uma vez que nao é necessario que
as moléculas de DNA estejam intactas, pois a extensao de
DNA a ser investigada é pequena. Além disto, outras van-
tagens sao também importantes como a possibilidade de
utilizacdo de pequenas quantidades de DNA, a avaliacao
concomitante de um grande ntmero de locos, garantindo
um maior poder de discriminacdo, e a rapidez do procedi-
mento. Enquanto que, na andlise de STRs através de PCR,
apenas a regiao de interesse sera amplificada: com o Sou-
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thern, se fazia necessdrio que o DNA geno6mico inteiro es-
tivesse no gel (KASHYAP et al., 2004). Com o advento dos
métodos automatizados, uma série de kits comerciais para
tipagem de STRs estao disponiveis, o que demonstra a im-
portancia destes marcadores na genética forense.

SEQUENCIAMENTO MANUAL DE DNA

O DNA pode ser sequenciado produzindo-se fragmentos
pela "interrupcao controlada da replicacdo enzimatica”. A
DNA polimerase é utilizada para copiar uma determinada
seqiiéncia de um DNA unifilamentar, como em uma reagao
de PCR comum. A diferenca destas reacao é que, além dos
quatro desoxirribonucleosideos (dATP, dTTP, dCTP, dGTP,
marcados com radioatividade), a mistura de incubacao
contém um andlogo 2', 3'-didesoxi de um deles. A incorpo-
racdao desse andlogo bloqueia o posterior crescimento da
nova cadeia porque ele nao tem a hidroxila 3' terminal ne-
cessaria para formar a ligacao fosfodiéster seguinte. Assim,
sdo produzidos fragmentos de varios comprimentos, nos
quais o analogo didesoxi estd na ponta 3'. A mesma amos-
tra é submetida a esta reacao em quatro eppendorfs dife-
rentes e em cada eppendor existe um dos quatro nucleoti-
deos modificados diferentes. O resultado final em cada
reacao sao fragmentos de diferentes tamanhos, devido a
parada da reacao a cada vez que o nucleotideo amplifica-
do é incorporado. Estes conjuntos de fragmentos (um para
cada andlogo didesoxi) sdo entao submetidos a eletrofore-
se e a seqiiéncia de bases do novo DNA ¢ lida na auto-ra-
diografia (STRYER, 1996).

METODOS AUTOMATIZADOS

Seqiienciamento automatico de DNA

Com o crescimento do interesse em desvendar a totalidade
dos genomas de diferentes organismos, incluindo o ho-
mem, técnicas mais sofisticadas para o seqiienciamento do
DNA tiveram que ser desenvolvidas. Os sequenciadores de
DNA analisam automaticamente as fitas de DNA previa-
mente amplificadas, cujos didesoxirribonucleotideos
(dNTPs) incorporados na PCR foram previamente marca-
dos com compostos fluorescentes, de diferentes cores para
cada dANTP. O produto da PCR é aplicado em um gel no in-
terior de um capilar, e assim, a migracao do DNA acontece
até passar pelo detector do equipamento. Um feixe de la-
ser rastreia o gel, excitando os marcadores, que emitem luz
em um comprimento de onda especifico, de acordo com o
corante utilizado. A luz é detectada e o padrao do espectro
analisado com ajuda de programas que permitem gerar as
seqiiéncias de DNA (VOET et al., 2002).

Usando detectores de fluorescéncia controlados por computa-
dor, os sistemas automaticos podem identificar aproximada-
mente 10 mil bases por dia, bem mais do que as 50 mil bases
por ano obtidas pelos métodos manuais (VOET et al., 2002).
Em genética forense, o seqiienciamento do DNA é utilizado
principalmente para DNA mitocondrial, que € extremamente
rico em SNPs, e sem polimorfismos do tipo VNTRs ou STRs.

Genotipagem de STRs utilizando o seqiienciador automatico
Atualmente, entre as técnicas de tipagem de DNA usadas
na identificacdo humana, a genotipagem automatizada de
DNA com STR Multiplex, baseada em fluorescéncia €, sem
davida, a mais informativa, precisa, robusta e de maior ra-
pidez (KASHYAP et al., 2004).

Nesta metodologia, varios STRs sao amplificados utilizan-
do-se varios pares de primers (PCR multiplex) que compde
um kit comercial. O produto da reacao de amplificacao dos
STRs pode ser facilmente detectado através de seus res-
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pectivos tamanhos, através da migracao em gel de eletro-
forese de alta resolucao, localizado dentro de um capilar,
como ocorre no seqienciamento automatico. Quando utili-
zada a tecnologia de coloracao fluorescente com deteccao
por laser, é possivel inclusive avaliar STRs de mesmo tama-
nho, bastando para isto que cada um seja marcado com
uma coloracao diferente. Cada kit de PCR multiplex utiliza
diferentes coloracoes, e amplifica diferentes STRs, como os
kits comerciais Profiler Plus™ que analisa simultaneamen-
te 10 marcadores, o kit Power Plex® para 16 STRs, e o Iden-
tifiler™ para 16 marcadores (KASHYAP et al., 2004).

A técnica para a andlise de STRs utilizando laser é signifi-
cativamente mais sensivel em comparacao a outras meto-
dologias padrdao. Geralmente é necessdario apenas entre 0,5
e 2 ng de DNA para a genotipagem. Somente 1 a 2% dos
produtos de 28 ciclos PCR sédo necessarios para a tipagem
alélica, o que significa que o material amplificado pode ser
estocado para uma nova anélise, quando necessario. Essas
metodologias que utilizam fluorescéncia sdo aproximada-
mente 200 vezes mais sensiveis do que qualquer outra téc-
nica de coloracao (KASHYAP et al., 2004).

O DNA MITOCONDRIAL NA IDENTIFICAGAO HUMANA

Embora a grande maioria dos genes se localize no ntcleo,
um subgrupo pequeno, mas importante, reside no citoplas-
ma, especificamente nas mitocondrias. Sdo eles os genes
mitocondriais que exibem heranca exclusivamente mater-
na. Todas as células humanas possuem centenas de mito-
condrias, cada uma contendo varias copias de uma peque-
na molécula circular, o cromossomo mitocondrial
(THOMPSON et al., 1993).

A principal vantagem do DNA mitocondrial, em compa-
racdao com o DNA nuclear, é que ele estd presente num to-
tal aproximado de 500 a 2.000 cépias por célula. Nesse
contexto a analise do DNAmt é particularmente til em in-
vestigacoes criminais, uma vez que esta abundancia ofere-
ce uma maior chance de algumas copias suportarem a de-
gradacao das amostras obtidas para a andlise forense. Ape-
sar de o DNA nuclear possuir um 6timo poder para as iden-
tificacoes criminais, ele aparece com uma freqiiéncia de
apenas duas copias por célula dipléide (ALBUQUERQUE,
2004; PARSONS e COBLE, 2001).

Uma caracteristica importante do DNA mitocondrial é que
ele é herdado uniparentalmente, pois apenas as mitocondri-
as do gameta materno estdao presentes no embriao e conse-
giientemente no individuo adulto. Sendo assim, as rela¢oes
familiares pela linhagem materna sao reconhecidas facil-
mente (ALBUQUERQUE, 2004; SCHULLER et al., 2001).
Os alvos do seqiienciamento do DNA mitocondrial sao du-
as regioes especificas do cromossomo, denominadas de re-
gides hipervaridveis I e II (HV1/HV2). A taxa de mutacao
nestas regides é de cinco a dez vezes maior em compa-
racdo com o DNA nuclear. Espécimes biolégicos sao anali-
sados comparando o polimorfismo encontrado nas regioes
HV1 e HV2 com aqueles encontrados na linhagem mater-
na, ou a partir de um banco de dados evolucionario, biol6-
gico ou antropoldgico da populacao, quando se deseja en-
quadrar um suspeito em algum grupo étnico, por exemplo,
uma vez que cada populacao de origem distinta possui um
conjunto especifico de SNPs nesta regiao (KASHYAP et al.,
2004; PARSONS e COBLE, 2001).

Entretanto, deve-se levar em conta que a tipagem de DNA
mitocondrial s6 dara um resultado correto e definitivo se a
variacao do DNA do individuo em questao for concordan-
te com a de seus parentes maternos (PARSONS e COBLE,
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2001), pois uma vez que a taxa de mutacao é muito alta,
uma diferenca de seqiiéncia néo significa necessariamente
que os individuos comparados ndo sejam relacionados.

O CROMOSSOMO Y NA IDENTIFICAGAO HUMANA

Assim como a andlise do DNAmt é muito utilizada em
questdes relacionadas a linhagem materna, a andlise de
STRs do cromossomo Y tem sido uma excelente técnica
usada em identificacoes humanas para solucionar disputas
de paternidade de filhos do sexo masculino, uma vez que o
mesmo é caracteristica tnica da linhagem paterna. O cro-
mossomo Y presente no DNA nuclear, encontra-se com
uma freqiiéncia de apenas uma cépia por célula e é trans-
mitido para todos os descendentes masculinos. Investi-
gacoes de STRs do cromossomo Y tem sido tteis, por exem-
plo, em casos de estupro, onde sao encontradas misturas de
secrecado vaginal com sémen (KASHYAP et al., 2004).

Kits comerciais para tipagem STR-Y tornaram-se recente-
mente disponiveis pela empresa Relia Gene tecnologies,
Inc. Uma caracteristica particularmente ttil destes kits é a
escala alélica que permite a identificacdo de alelos em
amostras com comparacao direta. Os kits Y-PLEX™6 e Y-
PLEX™S5, fazem a tipagem de 6 e 5 locos de STR-Y respec-
tivamente. O Instituto nacional de Padronizacao e Tecnolo-
gia (NIST) U.S.A. também desenvolveu um sistema de 20-
PLEX p/ tipagem STR-Y que permite a amplificacao simul-
tanea de 20 STRs em uma tunica reacao (KASHYAP et al.,
2004; WALSH, 2004).

BANCOS DE DADOS DE DNA FORENSE

Em termos de aplicacoes forenses especificas, de tecnolo-
gias moleculares, nada teve um efeito mais profundo do
que a implementacao global dos bancos de dados de DNA
forense. Eles tém alterado a paisagem do sistema de justica
criminal e remodelado o campo da ciéncia forense, princi-
palmente por fornecerem a chance da identificacao de in-
dividuos e resolucao de casos em que nao existem suspei-
tos, e portanto, nao existem amostras para serem compara-
das com o material coletado na cena do crime. Com o for-
necimento de novos desafios de mecanismos pelos quais as
provas forenses podem ser utilizadas, o 6nus de responsa-
bilidade daqueles que administram seu uso, tem aumenta-
do. Os bancos de dados necessitam de um nivel apropria-
do de sofisticacdo e também um bom suporte legislativo,
politico e financeiro (WALSH, 2004).

O primeiro banco de dados de perfis genéticos de crimino-
sos foi criado na Inglaterra mas, sem duvida, o banco mais
importante, criado pelo FBI nos Estados Unidos, é o Siste-
ma de Indice de DNA Combinado (Codis). Ele comecou co-
mo um projeto piloto em 1990 e ganhou impulso com o
“DNA Identification Act" de 1994, que deu ao FBI a auto-
ridade de estabelecer um banco de dados em nivel nacio-
nal para fins de investigagao criminal. O sistema é estrutu-
rado em laboratérios estaduais com uma coordenacéo cen-
tral. Existem dois arquivos diferentes de perfis genéticos
com objetivos complementares. O “Indice Forense" (“Fo-
rensic Index") contém atualmente 96.473 perfis genéticos
obtidos a partir de cenas de crimes e o “Indice de Crimino-
sos" (“Offender Index") contém 2.072.513 perfis genéticos
de criminosos condenados por crimes sexuais e outros cri-
mes violentos. Até dezembro de 2004, o Codis havia permi-
tido 19 mil identificacdes de suspeitos, demonstrando sua
grande utilidade (PENA, 2005).

O Brasil deveria estabelecer como uma prioridade nacional
a implementacdo de um programa eficiente de determi-
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nacao de identidade genética que possa ajudar em investi-
gacgoes criminais e aumentar a seguranga publica. De acor-
do com Pena (2005), as seguintes etapas seriam de grande
importancia: montar uma rede eficiente de laboratérios de
DNA forense; fazer treinamento da policia para coleta cor-
reta da evidéncia em cenas de crime; fazer treinamento dos
profissionais que atendem nas delegacias e nos servicos de
urgéncia médica para que possam providenciar de manei-
ra correta a coleta de evidéncia de vitimas de estupro; fa-
zer treinamento de juizes de vara criminal e promotores
para entenderem os principios da tipagem de DNA com
fins forenses; montar um banco nacional de perfis genético
semelhante ao Codis do FBI.

LIMITACOES QUANTO AO USO DO DNA

Quando gémeos idénticos sao suspeitos de crime em que o
autor deixou vestigios, o DNA em nada poderia colaborar pa-
ra a elucidacao do delito, uma vez que nao consegue distin-
gui-los por serem geneticamente idénticos. Neste caso a dati-
loscopia convencional seria 1util, se dentre os vestigios deixa-
dos, existissem impressoes digitais (BONACCORSO, 2004).
As condicoes de preservacao do material biolégico de um
cadaver carbonizado ou que tenha ficado por muito tempo
submerso no mar, muitas vezes ndao permitem, através da
andlise do DNA, que se alcancem dados com significancia
estatistica para que se possa afirmar sua identidade, ao
passo que neste sentido seria mais significativo o exame de
sua arcada dentdria (BONACCORSO, 2004).

Outro ponto importante a ser abordado sobre as limitacdes do
DNA, principalmente na area criminal, diz respeito a peculia-
ridades da andlise. Muitas vezes, qualquer vestigio de roupas
coloridas, que possa ser encontrado nas evidéncias bioldgicas,
acabam inibindo a reacao de PCR (BONACCORSO, 2004).
Apesar de certas limitagdes da andlise de DNA, deve-se
acima de tudo enfatizar sua importancia como prova extre-
mamente poderosa, se realizada segundo as recomen-
dacgoes técnicas exigidas (BONACCORSO, 2004).

CONCLUSAO

A andlise do DNA é um dos maiores progressos técnicos da
investigacao criminal desde a descoberta das impressoes di-
gitais. Métodos para determinar o perfil do DNA estéo fir-
memente embasados na tecnologia molecular. Quando a de-
terminacdo do perfil é feita com cuidados adequados, os re-
sultados sao altamente reprodutiveis (DUARTE et al., 2001).
Os métodos baseados na PCR sao imediatos, requerem
apenas uma pequena quantidade de material e podem for-
necer identificacdo ndo-ambigua de alelos individuais. As-
sim, varios métodos de PCR, particularmente os que usam
os STRs, estao sendo cada vez mais usados. (DUARTE et
al., 2001; GOES et al., 2002).

A tecnologia do perfil e os métodos relacionados a analise
de DNA progrediram a ponto de nao colocar em duvida a
admissibilidade dos dados sobre o DNA quando adequa-
damente coletados e analisados (DUARTE et al., 2001).
No futuro, espera-se que as técnicas de biologia molecular
existentes sejam aprimoradas e que novos e melhores mé-
todos para analise sejam desenvolvidos, a fim de que a
grande maioria dos casos de investigacoes forenses civeis
e criminais tenham um desfecho que nao possa ser questi-
onado nos tribunais.
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PREMIO DOLES DE BIOQUIMICA CLINICA

REGULAMENTO

1 - DO PREMIO

1) O Prémio Doles de Bioquimica Clinica é promovido pela Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas -
SBAC, com o patrocinio da DOLES REAGENTES;

2) O Prémio sera no valor correspondente a R$ 3.000,00 (trés mil reais), além de diploma alusivo;

3) O Prémio sera entregue na solenidade programada pela SBAC nos Congressos Brasileiros de
Anadlises Clinicas - CBAC.

Il - DOS OBJETIVOS

O Prémio Doles de Bioquimica Clinica tem por objetivos;

11) Estimular o desenvolvimento de pesquisas na area de Bioquimica Clinica no Pais; e

2) Premiar o melhor trabalho de bioquimica clinica inscrito e apresentado no Congresso Brasileiro de
Andlises Clinicas, com vistas a melhoria técnica do Laboratério Clinico.

1l - DA PARTICIPACAD

11) Poderéo concorrer ao Prémio, todos os trabalhos inscritos e apresentados na sessao de Temas
Livres dos Congressos Brasileiros de Andlises Clinicas;

2) Para concorrer ao Prémio, os autores deverdo remeter a Secretaria da SBAC, até 30 dias antes do
Congresso, 05 (cinco) copias em papel do trabalho original completo e uma cépia em disquete ou CD
(linguagem word) e uma cépia em disquete (linguagem Word for Windows), atendendo as normas de
publicacdo da Revista Brasileira de Analises Clinicas contendo: introdugéo (com objetivo definido do tra-
balho) material e métodos, resultados, discusséo, conclusao, bibliografia, resumo em portugués,
summary em inglés, palavras chaves (unitermos) e key words (uniterms).

3) Os trabalhos concorrentes deverao ser escritos em portugués e ser originais, ainda nao publicados
nem comprometidos para publicacdo em qualquer Revista Cientifica da Especialidade;

4) O trabalho premiado sera obrigatoriamente publicado na integra, com exclusividade, na Revista
Brasileira de Anélises Clinicas;

5) Os demais trabalhos selecionados pela Comisséo Julgadora para concorrer ao Prémio Doles de
Bioguimica Clinica poderao ser publicados na Revista Brasileira de Analises Clinicas;

6) O nao atendimento aos itens 1 a 3 desqualifica o trabalho e/ou o recebimento do Prémio.

IV - DA COMISSAO JULGADORA

1) A Comisséao Julgadora sera composta de pelo menos 05 (cinco) membros nomeados pela Sociedade
Brasileira de Anélises Clinicas, sendo um o Presidente;

2) A composicao da Comissao Julgadora sera divulgada pela SBAC nos Programas

oficiais dos CBAC;

3) A Comisséao Julgadora selecionara os 03 (trés) melhores trabalhos apresentados, outorgando a um
deles o Prémio Doles de Bioquimica Clinica, e aos outros 02 (dois), sera outorgado um diploma de
Mencao Honrosa;

4) A decisé@o da Comisséo Julgadora é soberana e irrecorrivel.

V - DISPOSICOES GERAIS

11) O Prémio Doles de Bioquimica Clinica é indivisivel e sera conferido a apenas um trabalho, ficando a
inteiro critério dos autores seu eventual rateio;

2) O Trabalho concorrente ao Prémio Doles, obrigatoriamente, deve ser apresentado na sessao de
Temas Livres por um dos autores regularmente inscrito no Congresso;

3) Caso a Comisséao Julgadora dos Prémios decidir ndo premiar nenhum dos trabalhos apresentados
para concorrer ao prémio em virtude de n&o atingir os objetivos de prémios,

o valor deste sera revertido para pagamento dos anuncios da empresa promotora publicados na RBAC,
no SBAC Jornal e divulgados no site da SBAC.

4) Os casos omissos serao resolvidos pela Diretoria da Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas, ouvida
a Comisséao Julgadora.

Rio de Janeiro, 30 de dezembro de 2004.
Dr. Ulisses Tuma
Presidente

Informacdes:
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas

Prémio Doles de Bioquimica Clinica
Rua Vicente Licinio, 95 - Tijuca + 20270-902 - Rio de Janeiro + RJ
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Comparacao entre as células-tronco de sangue de
cordao umbilical de neonatos prematuros e
nascidos a termo: uma revisao

Comparison between preterm and full-term newborn umbilical cord blood stem cells: a review
Thals L. Gomes' & Patricia Pranke?

/RESUMO - As células-tronco sao células capazes de gerar diferentes tipos celulares. Entre as fontes de células-tronco encontra-se o\
sangue de cordao umbilical que apresenta um grande nimero de progenitores hematopoéticos. Essa fonte vem sendo amplamente
utilizada em transplantes devido a diversas vantagens, entre elas, a imediata disponibilidade, beneficiando pacientes com doencas
hematolégicas e imunolégicas. Para o sucesso dos transplantes, ha a necessidade de se considerar a freqiiéncia das células-tronco nas
amostras de sangue de cordao umbilical. Marcadores celulares especificos como a presenca da molécula CD34 e a auséncia de CD38
indicam o grau de imaturidade das células-tronco hematopoéticas e, conseqiientemente, a sua grande capacidade de proliferacéao e
diferenciacdo celular. Existem diferencas quanto a freqiiéncia das células-tronco no sangue de cordao umbilical entre neonatos nas-
cidos a termo e prematuros. Essas diferencas podem ser importantes na escolha das amostras armazenadas nos bancos de sangue de
cordao umbilical a serem utilizadas nos transplantes de células-tronco. Além disso, as pesquisas com células-tronco tém mostrado
grande capacidade de proliferacao e diferenciacao em varios tecidos. O estudo das células-tronco pode ser a resposta para o trata-
mento de doencgas cardiacas, neuroldogicas e imunolégicas de inimeros pacientes e, talvez, o primeiro passo para a cura.

PALAVRAS-CHAVE - Células-tronco hematopoéticas, sangue de corddo umbilical, marcadores celulares, neonatos prematuros, neona-
tos nascidos a termo. /

/"SUMMARY - Stem cells are cells that have the ability to give rise to different cell types. Among the sources of stem cells, there is the
umbilical cord blood, which has a great number of hematopoietc progenitors. This source has been widely used in transplants owing
to its advantages like, for example, immediate availability, improving patients with immunological and hematological diseases. In or-
der for the transplant to be successful, it is necessary to consider the stem cell frequency within the samples of the umbilical cord blo-
od. Specific markers like the presence of CD34 molecule and the absence of CD38 indicates the immature level of hematopoietic stem
cells and consequently their ability of cellular proliferation and differentiation. There are differences between the cellular frequency
in umbilical cord blood from preterm and term newborn. These differences might be important in order for finding a sample stored at
umbilical cord blood banks for the transplant. Nevertheless, research using stem cells has attempted that these cells have a great ca-
pacity of proliferation and differentiatin into many tissues. Stem cell research offers hope for the treatment of cardiac, neurological

and imunological diseases of countless patients and, perhaps, the first step to the cure.
KEYWORDS - hematopoietic stem cells, umbilical cord blood, cell markers, preterm newborn, full-term newborn. /

INTRODUGAO

As células-tronco (CT) sdo células indiferenciadas que
apresentam uma grande capacidade de divisao e pro-
liferacdo celular. Sdo células capazes de se diferenciar em
diversos tecidos como tecido nervoso, cardiaco, entre ou-
tros. Essas células podem ter origem do blastocisto até o 5°
dia ap6s a fecundacao, sendo chamadas células-tronco em-
briondrias (CTE). A medula 6ssea (MO), o sangue de
cordédo umbilical e placentario (SCUP), entre outros 6rgaos,
também sao fontes de CT, sendo essas denominadas célu-
las-tronco adultas (CTA) (KIRSCHSTEIN e SKIRBOLL,
2001). As CT sao aptas a se diferenciar em diversos tipos
celulares e tecidos, respondendo a estimulos do microam-
biente onde as mesmas se encontram. A alta plasticidade
destaca a importancia das mesmas em estudos que buscam
a cura de doencas.

As células-tronco hematopoéticas (CTH) sdao CTA respon-
saveis pela reconstituicdo celular da medula 6ssea ap6s o
transplante. As CTA estao presentes na MO, no SCUP, no
sangue periférico e em outros tecidos. Existem, ainda, as
células-tronco mesenquimais (CTM) que vem recebendo
atencao especial nos ultimos anos devido a descobertas te-
rapéuticas importantes na regeneracao de diversos 6rgaos
e tecidos, e no suporte a hematopoese. As CTM estao pre-
sentes na MO e no SCUP e em diversos outros 6rgaos. As
CTM apresentam grande capacidade proliferativa (GANG

et al., 2004; WANG et al., 2005). As CTH apresentam uma
capacidade de diferenciacao mais limitada quando compa-
rada com as CTM e as CTE.

O SCUP é considerado uma importante fonte de CT nos
transplantes de células-tronco (TCT), uma vez que as célu-
las presentes em sua fracao mononuclear sao menos pro-
pensas a causar reacoes imunolégicas. (KIRSCHSTEIN e
SKIRBOLL, 2001). O sangue é retirado do cordao umbilical
apo6s o nascimento da crianc¢a, nao oferecendo risco algum
ao doador. Posteriormente, o sangue é armazenado para o
transplante em bolsas com anticoagulante sob baixas tem-
peraturas. No entanto, as amostras precisam conter uma
quantidade minima de CT para se obter um resultado sa-
tisfatério no transplante (WAGNER et al., 2002). A maioria
das amostras coletadas e armazenadas em bancos de
SCUP é de neonatos nascidos a termo (NNT) (SURBEK et
al., 2000). Entretanto, existem na literatura estudos que
comprovam a existéncia de uma diferenca em relacao a
quantidade de CT existentes no SCUP de recém-nascidos
(RN) prematuros e NNT (GASPARONI et al., 2000;
WYRSCH et al., 1999).

Em vista da atual importancia do estudo das CT e no inte-
resse na utilizacdo do SCUP como fonte dessas células pa-
ra o transplante, o presente estudo teve como objetivo rea-
lizar uma revisao bibliogréfica comparando as CT do SCUP
de RN prematuros e NNT, verificando diferencas quantita-
tivas e fisiolégicas quando existentes.
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1. Células-tronco

As CT sao células capazes de auto-renovacao e de originar
diferentes tipos celulares dependendo do microambiente
em que se encontram e do estimulo aos quais estdo expos-
tas. Essas células podem ser denominadas multipotenten-
tes, quando formam elementos de um determinado tecido,
pluripotentes quando originam as trés camadas germinati-
vas (ectoderme, mesoderme e endoderme) e totipotentes
quando formam todas as células e tecidos embrionarios,
sendo esta ultima caracteristica do ovo fertilizado
(KIRSCHSTEIN e SKIRBOLL, 2001).

2. Transplante de células-tronco hematopoéticas

As CTH sao células que podem se auto-renovar, diferenci-
ar-se em uma variedade de células e sofrer apoptose. As
CTH residem principalmente na MO e circulam na corren-
te sanguinea. J4 se encontram presentes no sangue fetal,
diminuindo o seu nimero no sangue periférico ap6s o nas-
cimento do neonato (LI K et al., 1999). O transplante das
mesmas é capaz de restituir componentes do sistema he-
matolégico e imunolégico que foram danificados
(KIRSCHSTEIN e SKIRBOLL, 2001).

As CTH podem permanecer criopreservadas por varios
anos até sua utilizacdo, sendo entdo utilizadas para tratar
doencas genéticas e podendo fazer parte da terapéutica de
determinadas doencas hematolégicas malignas, como as
leucemias, e no tratamento da anemia apldstica grave
(THOMAS, 1999).

As CTH usadas nos TCT podem ser derivadas tanto dos
proprios pacientes, através de um transplante autélogo, ou
provenientes de outra pessoa, por um transplante alogéni-
co. Os transplantes alogénicos utilizam, geralmente, doa-
dores aparentados. No entanto, as chances de encontrar
um doador com total compatibilidade sao de apenas 25-
30% necessitando, entao, da utilizacao de doadores nao
aparentados. O TCT utilizando-se a medula 6ssea estd as-
sociado a uma grande morbidade e mortalidade sendo ao
redor de 10%, nos transplantes com total compatibilidade
em pacientes jovens, e cerca de 40-50%, nos pacientes de
idade mais avancada em transplantes nao aparentados
(LEWIS, 2002). As fontes de CT e a idade do receptor e do-
ador sao relevantes para o sucesso do transplante das mes-
mas, de forma que as células provenientes de um doador
jovem sao capazes de reconstituir mais rapidamente o sis-
tema hematolégico e imunolégico (TRIGG, 2004). A recu-
peracao do sistema imune deve ocorrer ap6s o TCT, pois a
sua auséncia pode resultar no 6bito do paciente atribuida a
infecgoes que ocorrem pela imaturidade ou incapacidade
do sistema imunolégico. A neutropenia que ocorre apés o
transplante das células geralmente dura em média de 9 a
21 dias e sua permanéncia além desse periodo significa
que nao houve a “pega” do transplante (TRIGG, 2004).

3. Sangue de cordao umbilical e placentario

Nos ultimos anos a ciéncia vem encontrando diversas formas
de utilizar as células-tronco como uma nova ferramenta na
biotecnologia, como a sua utilizacdo na terapia génica e na
medicina regenerativa, com o objetivo de contribuir para o
tratamento e a busca da cura para diversas doencas.

O SCUP, como fonte de CTH, apresenta diversas vanta-
gens sobre as outras fontes dessas células utilizadas tera-
peuticamente (MO e sangue periférico). Entre elas, o fato
da coleta de células nao ser um procedimento invasivo pa-
ra o doador, além de esta ser uma fonte de células que ofe-
rece um menor risco de transmitir virus, como citomegalo-
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virus, e da menor incidéncia de ocorrer doenca do enxerto
contra o hospedeiro (DECH). Tem sido sugerido que o ris-
co de desenvolver DECH em um paciente que recebe uma
unidade de SCUP com até 2 alelos HLA (Human Leukocy-
te Antigen - antigeno leucocitdrio humano) incompativeis
é praticamente o mesmo de um paciente quando o trans-
plante é realizado com a medula éssea de um doador HLA
compativel (GLUCKMAN, KOEGLER e ROCHA, 2005).

O primeiro transplante utilizando SCUP foi realizado em
1988, em uma crianca com anemia de Fanconi (GLUCK-
MAN et al., 1989) e desde entdo tem aumentado o nimero
de TCT utilizando-se esta fonte. As CTH sao as células mais
primitivas no sistema hematopoético e se originam no saco
embriondrio sendo transferidas para os demais 6rgaos atra-
vés da circulacao fetal (CLAPP et al., 1989). Através de um
processo de proliferacao e comprometimento com a linha-
gem celular, as CTH originam os componentes do sistema
hematopoético que incluem a unidade formadora de “ex-
plosdo” eritréide (BFU, burst forming unit), a unidade for-
madora de colénia granulécito-macréfago (CFU-GM, co-
lony forming unit-granulocyte-macrophage) a unidade for-
madora de colénia megacariécito (CFU-MKk, colony forming
unit-megakaryocyte), entre outros (LEWIS, 2002). Aproxi-
madamente de 30 a 45% do sangue do feto circula no
cordao umbilical e na placenta, sendo ambos descartados
apos o parto havendo, assim, o desperdicio de uma fonte ri-
ca em CTH e outras CT. A concentracao dessas células no
SCUP é, aproximadamente, dez vezes superior a do sangue
periférico de um adulto normal. Essas células sdo conside-
radas imunologicamente imaturas, além de apresentarem
um grande potencial proliferativo (TRIGG, 2004; PRANKE
et al, 2005.). O imunofenoétipo caracterizado por CD34*
CD38 representa uma populacéo de células primitivas e em
pequena quantidade (0,05 -0,08% das células mononuclea-
res totais) no SCUP (HAO et al., 1995; MCGUCKIN et al.,
2003; PRANKE et al. 2002; RUBINSTEIN et al., 2000). E im-
portante salientar que as células CD34*CD38 sao conside-
radas as “verdadeiras” células-tronco hematopoéticas (IS-
HIKAWA et al., 2003; PRANKE et al. 2001).

A contagem é o maior determinante capaz de afetar os re-
sultados do transplante utilizando o SCUP (CHAO et al.,
2004; LEWIS, 2002). O numero limitado de CTH e de célu-
las progenitoras que podem ser coletadas de uma unica
placenta representam o obstaculo mais importante para o
sucesso do transplante de SCUP (WAGNER et al., 2002).
Nos critérios necessdrios para a coleta e selecao de doado-
res de SCUP deve-se considerar também a quantidade to-
tal de células nucleadas (AROVIITA et al., 2004; RUBINS-
TEIN et al., 2000). Até pouco tempo, o nimero considera-
do necessario para o sucesso do transplante por alguns au-
tores era de 2 x 10° de células CD34 por kg de peso corpo-
ral (MAVROUDIS et al., 1996 apud RUBINSTEIN et al.,
2000; SANDHAUS et al., 1998). Entretanto, estudos mais
recentes tém mostrado que ao redor de 2 x 10° (GLUCK-
MAN et al., 2005) ou 1,2 x 10° (LAUGHLIN et al., 2001) cé-
lulas CD34 por quilograma de peso corporal sao suficien-
tes para que ocorra a “pega” do transplante.

A quantidade de CT transplantadas pode compensar par-
cialmente os efeitos da disparidade no sistema HLA (WAG-
NER et al,, 2002). As CTH do SCUP sofrem diferencas
quanto a exposi¢cdes microambientais comparadas a medu-
la adulta ou sangue periférico. O fenétipo predominante-
mente imaturo de linf6citos T no SCUP pode contribuir pa-
ra a reduzida aloreatividade observadas apés o transplan-
te (CAIRO et al., 2005).
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4. Células-tronco mesenquimais

de sangue de cordao umbilical

A MO apresenta uma populacao em torno de 0,01 a 0,1%
de células progenitoras ou CTM (PROCKOP, 1997%).
Tais células podem sofrer expansao in vitro e, sob con-
digdes especificas, originam tecido 6sseo (CHEN et al,
2001), tecido adiposo (ALLAN et al., 2003), cardiomi6citos
(ORLIC et al., 2003), hepatécitos (SCWARTZ et al., 2002) e
células neurais (SONG et al., 2004). Assim como as CTM
da MO, as CTM do SCUP apresentam alta plasticidade,
sendo consideradas multipotentes. Existem estudos que
comprovam a diferenciacdao das CTM de SCUP em células
neurais (HOU et al., 2003), fibroblastos (KIM et al., 2004;
ROMANOV et al., 2003), osteoblastos e adipocitos (LEE et
al., 2004), condrocitos (WANG et al,.2004) cardiomiécitos
(CHENG et al., 2003) e hepatécitos (KANG et al., 2006).
Sabe-se que a partir do primeiro trimestre, o sangue fetal
apresenta uma populacao de CTM. As CTM fetais nao
apresentam HLA classe II. Essas células também apresen-
tam uma maior capacidade proliferativa do que as prove-
nientes de tecidos adultos (O' DONOGHUE e FISK, 2004).
Estudos de Campagnoli e colaboradores (2001) comparam
as CTM do sangue fetal do primeiro, sequndo e terceiro tri-
mestres de gestacao com as CTM da MO. Foram coletadas
34 amostras de sangue de fetos de 7 a 14 semanas de for-
ma intratordxica utilizando ultra-som. A pesquisa foi reali-
zada com gestantes que estavam clinicamente indicadas a
interromper a gestacao. As 7 amostras do segundo trimes-
tre foram coletadas do SCUP com idade gestacional de 14
a 25 semanas de gestacao. As amostras do terceiro trimes-
tre foram de 38 a 40 semanas, consideradas a termo. Além
disso, 4 amostras de MO de fetos (de 11 a 14 semanas) tam-
bém foram coletadas para analise. Realizou-se cultivo de
CTM das amostras de SCUP do segundo e terceiro trimes-
tre. A freqliiéncia das células mononucleares foi superior
nas culturas das amostras do segundo trimestre. Isso indi-
cou que a freqiiéncia de CTM diminuiu com a idade gesta-
cional. A andlise imunofenotipica indicou que as células
tanto fetais, como do SCUP e MO, apresentavam o mesmo
perfil imunofenotipico: CD45, CD34;, CD14 e CD31". As
células do primeiro trimestre apresentaram o fenétipo
CD44, CD106 e CD29. Foi observado o potencial prolifera-
tivo das CTM do primeiro trimestre e da MO. As células,
tanto fetais como da MO, foram capazes de diferenciacao
em adip6citos, condrocitos e ostedcitos.

Em estudo de Yu e colaboradores (2004) foram isoladas
CTM do sangue fetal de 16 a 26 semanas (n=9) comparan-
do-as com amostras de SCUP de NNT (n=10). As amostras
de RN prematuros foram coletadas do cordao umbilical du-
rante a gestacao ou de forma intratordxica com um ultra-
som em fetos abortados. Foi realizada a separacao das cé-
lulas aderentes e imunofenotipagem das mesmas. A maior
parte das células dos NNT nao expressaram a proteina
CD34, mas eram positivas para a molécula CD45 indican-
do sua derivacao hematopoética. Algumas dessas células
eram CD14*, mostrando o comprometimento com a linha-
gem mondcito/macréfago, além de serem negativas para a
molécula CD90, excluindo a possibilidade de origem me-
senquimal. Apenas 2 das amostras de NNT, quando culti-
vadas, apresentaram formacao de CFU-F (unidades forma-
doras de colénia de fibroblasto), ao passo que 8 das 9
amostras de RN prematuros apresentaram a formacao das
CFU-F. As células derivadas da CFU-F (CFU-FC) mostra-
ram, como perfil imunofenotipico, CD14-, CD45, CD34",
HLA-DR’, com altos niveis de expressao de CD44, CD90 e
baixa expressao de CD71 e CD105. Foi observado um de-
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créscimo do nimero de CFU-FC com o progresso da idade
gestacional. Além disso, foi testada a capacidade de dife-
renciacao das CFU-FC das amostras de prematuros em
neuronios, ostedcitos e adipdcitos, obtendo-se um resulta-
do satisfatério. O estudo concluiu que CTM residem prin-
cipalmente no sangue fetal de menor tempo gestacional.

5. Marcadores celulares

Para diferenciar os tipos de CT existem os chamados mar-
cadores celulares que sao glicoproteinas localizadas na su-
perficie celular e que podem se ligar a outras moléculas si-
nalizadoras (Tabela I). Através da combinacao desses mar-
cadores de superficie é possivel determinar a linhagem e o
grau de maturidade ou imaturidade celular. Dessa forma,
pode-se reconhecer determinados progenitores celulares,
utilizando-se técnicas capazes de identificar populacoes es-
pecificas de CT utilizando métodos de fluorescéncia (Fig.2)
(GASPARONI et al., 2000; KIRSCHSTEIN e SKIRBOLL,
2001; KRAUSE et al., 1996 apud CAIRO et al., 2005).

TABELA |
Principais marcadores celulares utilizados para
identificacao de células-tronco e suas caracterizacoes

Marcador celular Tipo celular
CD34 CTH, progenitor endotelial
CD38 CTH, precursores hematopoéticos da linhagem linféide
c-Kit CTH,CT™
CD45 Marcador leucocitario
CXCR4 (CD 184) Progenitor/CTH e CTM
CD33 Células -tronco neurais, identificacdo de neurénios e células da glia
Anti HLA- DR Antigeno MHC I
CD44 CT™
Thy -1 CTHeCTM

Através da analise da presenca ou auséncia de determina-
dos marcadores celulares é possivel identificar as CTH e,
portanto, determinar o nimero dessas células que é um fa-
tor fundamental para o sucesso do transplante (KIRS-
CHSTEIN e SKIRBOLL, 2001; WAGNER et al., 2002). Os
progenitores hematopoéticos usualmente expressam na
superficie celular o antigeno CD34 e as CTH podem ser
identificados pela presenca de CD34 e auséncia de CD38,
bem como de outros antigenos comprometidos com as li-
nhagens mieldide e linféide (DARENA et al., 1996). Porém,
as CTM sao positivas para CD13,CD28, CD33, CD44,
CD105, CD166 e HLA I (KIM et al., 2004).

6. Sangue de cordao umbilical de recém-nascidos prematuros
Estudos de Haneline e colaboradores (1994) e de Thilaga-
nathan e colaboradores (1994) observaram uma dimi-
nuicdo do numero de células CD34 com o avanco da idade
gestacional existentes no SCUP. Foram analisadas no estu-
do amostras de SCUP de neonatos de 23 a 41 semanas e de
13 a 38 semanas respectivamente (GASPARONI, et al,
2000; OPIE et al., 1998).

Liang e colaboradores (1988) analisaram 45 amostras de
SCUP de RN prematuros e 91 de NNT. O objetivo do estu-
do foi a observacao das CFU-GM formadas em meio espe-
cifico a partir da vigésima terceira semana de gestacao até
o nascimento dos neonatos. O nimero de colénias forma-
das a partir das amostras dos dois grupos nao apresentou
diferencas significativas.

Meister e colaboradores (1994) analisaram as células CD34*
de SCUP de RN prematuros (n=3) e NNT (n = 18) utilizan-
do anédlise imunofenotipica. Nao foi observada nenhuma di-
ferenca estatistica na freqiiéncia das células CD34* entre os
RN prematuros e NNT. Além disso, nado foi observada dife-
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renca em relacao a fracao celular CD34* comprometida com
a linhagem mieldide e coexpressando CD33*. Entretanto, a
fracao celular CD34* comprometida com a linhagem eritréi-
de coexpressando CD71* foi superior em RN prematuros,
significando que a idade gestacional estava relacionada
com o comprometimento da linhagem celular.

Migliaccio e colaboradores (1996) caracterizaram os proge-
nitores celulares considerando seu potencial de auto-reno-
vacao e numero de colonias formadas in vitro na presenca
de fatores de crescimento. A capacidade de auto-reno-
vacao foi observada através do nimero de células progeni-
toras primdrias e secunddrias formada pelas colonias. Fo-
ram analisadas amostras de RN prematuros de 17 a 32 se-
manas e de NNT de 36 semanas. Nao foi observada dife-
renca no numero de progenitores celulares nas amostras
analisadas e na formacao de coldnias.

Opie e colaboradores (1998) realizaram um estudo com o
propésito de observar a freqtiéncia das células CD34* coex-
pressando CD33 utilizando 10 RN prematuros e 12 NNT.
Foi observado que a expressao de CD34 apresentava-se
elevada nas amostras de RN de 17 a 24 semanas de ges-
tacao comparada com as amostras de 37 a 41 semanas. O
numero de células CD34*CD38" foi superior em RN prema-
turos. A expressao de CD34* CD33" foi inferior nas amos-
tras de RN prematuros, assim como antigenos Lin". Os re-
sultados sao semelhantes aos estudos de Thilaganathan e
colaboradores (1994) que observaram um aumento da ex-
pressao de CD34* CD33  com o aumento da idade gestaci-
onal. Porém, a expressao de CD34* CD33* e de CD34" Lin*
foi superior em RN prematuros. Esse resultado foi explica-
do como uma necessidade do aumento do nimero de pro-
genitores comprometidos com a linhagem eritréide devido
a expansao do microambiente fetal. O ntimero de CFU
mostrou-se mais elevado nas amostras de RN prematuros.
Shields e colaboradores (1998) analisaram a freqiiéncia de
células CD34* em amostras de sangue de 17 a 24 semanas
de gestacao e de 37 a 41 semanas de gestacao. A analise
foirealizada considerando-se a quantidade de CFU na pre-
senca de fatores de crescimento como a interleucina-3, in-
terleucina-6, fator estimulante de CFU-GM, fator estimu-
lante de célula-tronco (stem cell factor) e a eritropoetina,
além da freqiiéncia de CFU-GM, BFU e CFU totais. Obser-
vou-se que a quantidade de células CD34* em RN prema-
turos foi 4,9 vezes superior a dos NNT, diminuindo com a
idade gestacional. O ntumero de CFU totais, CFU-GM e
BFU foi superior nos RN prematuros.

WYRSCH e colaboradores (1999), através de anélise imu-
nofenotipica observaram que o SCUP de 17 RN prematu-
ros de 16 a 18 semanas de gestacao, e de 17 RN prematu-
ros de 29 a 34 semanas foi superior em progenitores hema-
topoéticos. A comparacao foi realizada com 18 NNT. A fre-
giiéncia de células CD34*CD38 mostrou-se elevada em RN
prematuros. A quantidade de células CD34* observada foi
superior durante o segundo trimestre da gestacao e dimi-
nuiu com o progresso da gestacao.

Em um outro estudo, Gasparoni e colaboradores (2000) re-
alizaram uma andlise de SCUP de 11 fetos de 19 a 24 sema-
nas provenientes de aborto espontaneo e de 12 RN de 25 a
28 semanas. Foi feita uma comparacao com 10 NNT. Dos
RN prematuros, 9 nasceram através de cesariana e 3 de par-
to normal. Todos os NNT foram de cesariana. Foi observa-
do que o ntimero de células CD34* apresentava-se superior
nos 11 fetos provenientes de aborto espontaneo. Além dis-
so, com o aumento da idade gestacional observou-se um
declinio do ntimero de células CD34*, independentemente
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do tipo de parto. O ntimero de células CD34CD38 e CD34-
CD45 foi superior em NNT. As amostras de SCUP de NNT
apresentaram células coexpressando marcadores CD19,
CD38, CD33 e CD45, o que demonstrou ser um comprome-
timento com os progenitores hematopoéticos.

Surbek e colaboradores (2000) realizaram um estudo com
a finalidade de investigar a quantidade de células nuclea-
das e quantidade de células CD34* em amostras de SCUP
de RN prematuros. As 45 amostras coletadas foram de RN
de 22 a 36 semanas sendo 61% das amostras provenientes
de parto normal e 39% de cesariana. Foi encontrada uma
correlacao positiva entre a idade gestacional e o nimero de
células nucleadas por amostra. Entretanto, o nimero de cé-
lulas CD34* permaneceu constante nas amostras. Além dis-
so, calculou-se a proporcao de células mononucleares e cé-
lulas CD34* das amostras de RN prematuros, relacionando-
as com o nimero de células sugerido pelo Eurocord (1x 107
células nucleadas totais e 1x10° células CD34*/ Kg). Dessa
forma, 77 % das amostras, considerando-se as células nu-
cleadas, ou 42% das amostras, considerando as células
CD34*, poderiam ter sido utilizadas em transplantes para
um doador com mais de 20 Kg de peso corporal.
Campagnoli e colaboradores (2000) investigaram os proge-
nitores celulares de 109 amostras de 7 a 40 semanas de
gestacao. As 64 amostras do primeiro trimestre foram cole-
tadas durante a cirurgia para interrup¢ao da gravidez com
a ajuda de ultra-som. Progenitores hematopoéticoas e nao-
hematopoéticos foram encontrados em todas as idades ges-
tacionais. Apoés cultura das células CD34* do primeiro tri-
mestre, o progenitor predominante foi do tipo CFU-
GEMM. No segundo trimestre houve um aumento dos pro-
genitores BFU-e CFU-GM. Ja no terceiro trimestre predo-
minou o progenitor tipo BFU-e. Um grande ntimero de pro-
genitores do primeiro trimestre proliferou in vitro em res-
posta a diferentes citocinas. A frequéncia das células
CD34" nas amostras do primeiro trimestre foi similar a dos
NNT. Entretanto, a porcentagem das células CD34*CD38"
apresentou-se superior nas amostras do primeiro trimes-
tre.Também nesse estudo constatou-se um decréscimo no
nimero de progenitores com o progresso da idade gestaci-
onal. O estudo comprovou a possibilidade de isolar proge-
nitores multipotentes da circulacao fetal do primeiro tri-
mestre de gestacao.

Aroviita e colaboradores (2005) observaram a relacao do
nimero de células CD34* em SCUP com o peso do RN, se-
x0 e tipo de parto. A andlise foi realizada com RN com mais
de 33 semanas. Foram coletadas 1040 amostras de RN do
sexo masculino e 940 do sexo feminino. Além disso, o peso
do RN foi observado para posterior comparacao. Nenhuma
diferenca estatistica foi observada em relacao ao tipo de
parto e peso do RN. J& o sexo masculino influenciou na con-
centracao de células CD34*. As amostras do sexo masculino
apresentaram uma diferenca de 5,3 % no numero de célu-
las CD34* comparadas com as amostras do sexo feminino.
Cervera e colaboradores (2006), no entanto, avaliaram as
células progenitoras e hematopoéticas em 43 amostras de
SCUP de RN prematuros e em 40 amostras de SCUP de
NNT. Nao se encontrou nenhuma diferenca significativa
na quantidade de células mononucleares ou na concen-
tracao de CD34 x 10°L nas amostras de RN prematuros e
NNT. J& a porcentagem de progenitores primitivos linféi-
des como CD34'CD7+, CD34*CD7#CD19CD117 e células
primitivas progenitoras e hematopoéticas CD34*CD38: foi
superior em RN prematuros.
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DISCUSSAO

Apesar de transplantes utilizando células-tronco serem ca-
da vez mais freqlientes, hd poucos estudos relatando a ca-
racterizacao das mesmas no SCUP de RN prematuramen-
te. No entanto, alguns estudos mostram-se conclusivos
quanto a capacidade proliferativa das CTH em SCUP de
criancas prematuras. O estudo comparativo das CT no
SCUP de neonatos prematuros é importante para o melhor
entendimento da biologia das CT. Porém, provavelmente,
essas amostras nao serao utilizadas nos transplantes, uma
vez que, geralmente, a prematuridade estd associada a al-
guma anormalidade do feto, o que impossibilitaria o uso da
amostra de SCUP em tratamentos.

Durante a embriogénese humana, a hematopoese inicia no
saco embriondrio (WYRSCH et al., 1999). O ntmero de
progenitores fetais na circulagao muda durante a gestagao
devido a mudancas nos érgaos onde acontece a hematopo-
ese. De fato, aproximadamente entre a 5% e a 12* semana
de gestacao, a hematopoese passa a ocorrer no figado fetal
e bago, onde permanece como o principal 6rgao de pro-
ducdo de células sanguineas durante a gravidez (GASPA-
RONI et al., 2000; PEAULT, 1996; TAVASSOLI, 1991). Pos-
teriormente, a MO torna-se o local da hematopoese (CAM-
PAGNOLI et al., 2000). O grande ntimero de células CD34-
coexpressando marcadores de linhagem comprometida em
NNT determina uma maturacao dos progenitores hemato-
poéticos com o avanco da idade gestacional o que é obser-
vado em alguns estudos (GASPARONI et al., 2000;
WYRSCH et al., 1999). Os resultados dos estudos de Thila-
ganathan e colaboradores (1994) e Campagnoli (2000) su-
gerem que as cé€lulas CD34* circulantes contribuem para a
hematopoese fetal. Embora o SCUP de NNT apresenta
uma menor freqiiéncia de células CD34*, o SCUP apresen-
ta um maior nimero de progenitores hematopoéticos ima-
turos (caracterizados pela auséncia das moléculas CD33 e
CD38) quando comparado com MO (OPIE et al., 1998).
Sendo assim, o SCUP mostra-se como uma fonte importan-
te de CT. Deve-se considerar o SCUP de RN prematuros
um alvo importante a ser estudado para o melhor entendi-
mento do funcionamento das CT. No entanto, se por um la-
do a imaturidade das células garante menor aloreatividade
e aumenta as chances de sucesso do transplante, deve-se
considerar que o nascimento prematuro por diversas vezes
ocorre devido a ma formacao do feto, doengas genéticas ou
outros males que acometem a gestante. Nesses casos nao
hé como haver um aproveitamento do SCUP.

Embora as pesquisas tenham avancado no que diz respeito
as CTM tanto do SCUP quanto da MO, poucos estudos en-
volvem RN prematuros. Mas ja foi observado que a idade
gestacional também influencia na freqiiéncia das células.
Provavelmente a mudanca da hematopoese do figado fetal
para a MO com o progresso do desenvolvimento fetal seja
o responséavel por esse fato (CAMPAGNOLI et. al., 2001). A
migracao das CTM para a MO com o aumento da idade
gestacional também explica porque as CFU-F sdo escassas
em NNT e sangue periférico. Além disso, € possivel que
macréfagos e linfécitos no decorrer do seu desenvolvimen-
to possam inibir o crescimento das CFU-F (YU et. al., 2004).

CONCLUSOES

A importancia terapéutica das CT vem sendo comprovada
a cada dia com novas descobertas no tratamento de diver-
sas doencas. O SCUP mostra ser uma importante fonte des-
tas células com um incrivel potencial terapéutico, além de
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apresentar uma relevante seguranca para o transplantado
e para o doador. Apesar das inumeras pesquisas utilizando
SCUP, o ntiimero de estudos envolvendo neonatos prema-
turos ainda é restrito, embora vérios estudos ja tenham
comprovado a diminuicao da frequéncia da linhagem mais
imatura com o avanco da idade gestacional. Esse fato tem
importante influéncia no sucesso do transplante. A maioria
dos autores afirmou que o SCUP de prematuros deve ser
considerado como alvo de novas pequisas e nao deve ser
descartado. Assim, um maior nimero de estudos sdo ne-
cessdrios relacionando-se diversos fatores, principalmente
fisiolégicos e imunofenotipicos, para que se possa eviden-
ciar diferencas que possam influenciar no resultado em
transplantes e servir como método de selecao no armaze-
namento em bancos de sangue de cordao umbilical. Com-
provou-se o potencial de diferenciacao da CTM do SCUP e
a sua possivel utilizacao terapéutica no tratamento de do-
encas como o mal de Parkinson, doencas imunolégicas e
cardiacas. Sdo poucos os estudos na literatura observando
as CTM em sangue fetal. Apesar disso, as andlises existen-
tes afirmam que essas CTM também apresentam uma
grande capacidade de proliferacao e diferenciacao. Portan-
to, nao devem ser descartadas as possibilidades de novas
pesquisas com essas células.
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Prevaléncia de Infeccoes Nosocomiais Provocadas
por Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina
(M.R.S.A.), no Hospital Universitario
Regional de Maringa*

Prevalence of Nosocomiais Infections Provoked by Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
(M.R.S.A)), in the Regional University Hospital of Maringa

Louremi Bianchi Gualda de Souza' & Beatriz de Barros Figueiredo?

@ESUMO - O padrao de infecgao hospitalar tem mudado com os anos, refletindo os avancos da medicina e a continua procura por anx
tibidticos mais eficazes. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a prevaléncia de infec¢des nosocomiais provocadas por Staphylococ-
cus aureus resistente a meticilina (M.R.S.A.), no Hospital Universitario Regional de Maringd, Parand. Os dados foram coletados atra-
vés de levantamento e estudo retrospectivo na base de dados da Comissao de Controle de Infeccao Hospitalar, sendo organizados e
analisados com contetido obtido em literatura cientifica, propiciando subsidios para atualizacao e/ou melhoramento dos protocolos de
controle de infecgoes hospitalares. Do total de 68 casos de infecgao nosocomial por M.R.S.A., verificou-se que de 16,2% dessas in-
feccoes ocorridas no ano de 2003, houve um incremento para 60,2% no ano de 2005. Analisando informacdes de pacientes de todas
as idades, contatou-se, constatou-se alta incidéncia de infec¢des em pacientes de 61 anos ou mais (32,4%), na unidade de terapia in-
tensiva (83,1%) e maior ocorréncia de tais infeccoes por M.R.S.A. associado ao uso de dispositivos médicos invasivos (ponta de cate-
ter 39,2% e secrecdo orotraqueal 34,2%). E fundamental que os profissionais de satide estejam atentos aos problemas de infeccdes no-
socomiais e tomem medidas preventivas para reduzir o niumero de infecgoes hospitalares.

PALAVRAS-CHAVE - Staphylococcus aureus, infec¢oes nosocomiais, meticilina J

/"SUMMARY - The standard of hospital infection if has modified with the years reflecting the advances of the medicine and the conti-\
nuous search for more efficient antibiotics. The objective of this work was to characterize the prevalence of nosocomiais infections pro-
voked by resistant Staphylococcus aureus the methicilin (M.R.S.A.), in the Regional University Hospital of Maringd, Parand. The da-
ta had been collected through survey and retrospective, study in the database of the Commission of Control of Hospital Infection,
being organized and analyzed with content gotten in scientific literature, propitiating subsidies for update and improvement of the
protocols control of hospital infections. The total of 68 cases of nosocomial infection for resistant Staphylococcus aureus the methici-
lin, it was verified that of 16,2% of these occured infections in the year of 2003, it occurred a increment for 60,2% in the year of 2005.
Analyzing information of patients of all the ages, it was contacted, one evidenced high incidence of infections in patients of 61 years
was evidenced (32,4%), in the intensive care unit (83,1%) and major occurrence of such infections for M.R.S.A. associated with the
use of invasive medical devices (catheter tip 39,2% and tracheal secretion 34,2%). It is basic that the health professionals are intent
to the problems of nosocomiais infections and take writ prevention to reduce the number of hospital infections.

KEYWORDS - Staphylococcus aureus, nosocomial infections, methicilin /

INTRODUCAO

Ministério da Satde, em conjunto com outros 6rgaos

oficiais internacionais, define infeccao hospitalar co-
mo aquela adquirida apés a admissao do paciente e cuja
manifestacdo ocorreu durante a internacdo ou apés a alta,
podendo ser relacionada com a internacao ou a procedi-
mentos hospitalares® .
As doencas infecciosas podem ser divididas em duas cate-
gorias: aquelas adquiridas no interior do hospital, como
também em outras dependéncias médicas, denominadas
infec¢odes nosocomiais e, por segundo, aquelas adquiridas
fora das dependéncias hospitalares, chamadas infeccoes
adquiridas na comunidade podendo o paciente ter um ou
outro tipo de infeccao?.
Conforme os Centros de Controle e Prevencao de Doencas
(CDCQ), as infeccgbdes adquiridas na comunidade sao aquelas
presentes ou incubadas no momento da admissao hospita-
lar, porém, todas as outras infecgdes associadas a hospitais
sao consideradas nosocomiais, inclusive as que surgem no
periodo de 14 dias apés a alta hospitalar?.
No Brasil e no mundo, a infeccao hospitalar é considerada
um problema grave, crescendo tanto em incidéncia quanto
em complexidade, gerando diversas implicacoes sociais e

econdmicas'. De aproximadamente 40 milhdes de hospita-
lizacoes por ano nos Estados Unidos da América (EUA), es-
tima-se que dois milhdes de pacientes (cerca de 5 % do to-
tal) adquirem infeccoes nosocomiais, sendo que em 1995,
aproximadamente 88 mil mortes foram relacionadas com
infeccoes hospitalares, e totalizaram em um custo de 4,5
bilhoes de dolares?.

O advento tecnolégico (utilizacao de procedimentos médi-
cos invasivos como cateterizagdo, novas técnicas cirargicas
e diagnosticas, uso de terapia antimicrobiana de amplo es-
pectro, a fim de facilitar o diagnéstico e tratamento do pa-
ciente hospitalizado) trouxe beneficios imensurdveis aos
pacientes, mas, por outro lado, estd sendo uma das causas
do aumento na incidéncia de infec¢des por microrganismos
multirresistentes * '* 6,

Cerca de 70% dos isolados de Staphylococcus aureus de
infec¢oes nosocomiais, nos principais hospitais brasileiros,
sao resistentes a meticilina, conhecido como M.R.S.A. %58,
Sua importancia se dé pelo fato de apresentar resisténcia a
todos os antibiéticos beta-lactdmicos (penicilinas, cefalos-
porinas, carbapenémicos) e freqiientemente a diversas ou-
tras classes de antimicrobianos, restringindo muito as
opcoes terapéuticas para o paciente *.

Staphylococcus aureus € uma importante causa de in-
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fecgoes associadas nos cuidados com a saude, e acomete
doencas desde a pele suave a doencas sistémicas potenci-
almente fatais como endocardite e a sindrome do choque
téxico. E um patégeno comum que afeta individuos de to-
das as idades, principalmente os mais jovens e os idosos?®.
As infecgdes causadas por M.R.S.A. foram adquiridas qua-
se que exclusivamente em hospitais, pela permanéncia de
periodos longos, colonizacao ou infeccdao por exposicao
prévia a antibiéticos dentro do hospital, admissao a uma
unidade de tratamento intensivo, cirurgias, entre outras*. A
prevaléncia desse microrganismo resistente em infeccoes
adquiridas em hospitais é maior que adquiridas na comu-
nidade, visto que a maioria das infec¢ées comunitdrias por
Staphylococcus aureus € sensivel a meticilina *.

O principal reservatério de Staphylococcus aureus € o Ho-
mem, podendo estar presente na microbiota natural das
fossas nasais, apontada, entdao, como uma importante via
de disseminacao do microrganismo, através dos profissio-
nais da satide no ambiente hospitalar *.

E de extrema importancia levantamentos sobre a prevalén-
cia de infeccoes nosocomiais, podendo assim avaliar a efi-
cacia das medidas de controle, observando a incidéncia de
casos, obtendo maior conhecimento sobre esses patégenos
oportunistas, contribuindo para a implementacao e/ou atu-
alizacao de protocolos que possibilitem minimizar os riscos
de infecgoes hospitalares, melhorando a qualidade da as-
sisténcia prestada ao paciente hospitalizado.

O objetivo do trabalho foi caracterizar a prevaléncia de in-
feccoes nosocomiais provocadas por Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (M.R.S.A.), no Hospital Universitario
Regional de Maringd, Parand. Foi, entdo, analisado o perio-
do de fevereiro de 2003 a janeiro de 2006, com base nos da-
dos da Comissao de Controle de Infeccao Hospitalar, propi-
ciando maiores subsidios para atualizacao ou melhoramen-
to de protocolos de controle de infeccoes hospitalares.

MATERIAIS E METODOS

Ap6s aprovacdo pelo Comité de Etica do Centro Superior
de Maringé e o parecer da Educacao Continua do Hospital
Universitario Regional de Maringd, Parand, Brasil, os da-
dos foram coletados por meio de levantamento e estudo re-
trospectivo na base de dados da Comissao de Controle de
Infeccao Hospitalar (CCIH).

Para a coleta de dados utilizou-se um formuldrio, o qual
continha elementos necessdrios para elaboracao da inci-
déncia de infeccdo hospitalar por M.R.S.A., com requisito
de alguns dados: periodo de hospitalizacao, idade do paci-
ente, unidade hospitalar em que o paciente se encontrava,
e o material coletado para anélise.

Os resultados foram analisados de forma descritiva e matema-
tico-estatistica, usando freqtiéncia absoluta e porcentagem ’.

RESULTADOS

Foi analisado o periodo de fevereiro de 2003 a janeiro de
2006, de acordo com informacodes obtidas nos formularios,
gerando um total de 68 casos de infeccao hospitalar por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

Do total de 68 casos de infec¢oes nosocomiais comprovou-se
que de 16,2% infecgoes por M.R.S.A. ocorridas no ano de
2003, houve um incremento para 60,2% no ano de 2005.
Constatou-se que o periodo de internacao dos 68 pacientes
(100%) foi de no minimo sete dias, e que 62,3% das infeccoes
de M.R.S.A. estavam associadas com outras infeccoes.
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TABELA |
Distribuicao de pacientes que se constatou infecgcao por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, no
Hospital Universitario, segundo faixa etaria

e 02/2003 a  02/2004 a 02/2005 a Total (n°/
01/2004 01/2005 01/2006 %)
Idade (anos)
0-10 1 2 4 7/10,3
11 - 20 1 0 2 3/4,4
21-30 0 0 6 6/8,8
31-40 0 4 4 8/11,8
41-50 3 0 7 10/14,7
51 -60 0 3 9 12/17,6
61 ou mais 6 7 9 22 /32,4
Total 1 16 41 68 /100

Na tabela 1 estdo distribuidos os casos de infeccdes por
M.R.S.A. por faixa etdria, ocorrendo mais frequentemente
nas faixas etdrias de 41 a 50 anos (14,7%), de 51 a 60 anos
(17,6%) e de 61 anos ou mais (32,4%).

Na figura 1 pode ser constatado o aumento das infeccoes
hospitalares por M.R.S.A.em todas as faixas etdrias de pa-
cientes no decorrer dos anos (2003-2006).

Total de casos
"

02/2003 a
01/2004

02/2004 a 02/2005 a
01/2005 01/2006
Periodo
B 11a20anos 021 a30anos
[ 51 a 60 anos W61 ou mais

@E0al0anos
W 41a50anos

O31a40anos

Figura 1- Distribuicao de pacientes que constatou-se infeccao
por Staphylococcus aureus resistente a meticilina, no Hospital
Universitario, segundo faixa etaria, no periodo de fevereiro de
2003 a janeiro de 2006

De acordo com a unidade hospitalar em que o paciente
permaneceu, houve prevaléncia de infec¢des em pacientes
que estiveram na unidade de terapia intensiva (83,1%) em
relacao a unidade de clinica cirdargica (16,9%). Esses dados
estao dispostos na tabela 2.

TABELA I
Distribuicao de pacientes que constatou-se infec¢cao por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, no Hospi-
tal Universitario, conforme a unidade hospitalar

Periodo 02/2003 a  02/2004 a 02/2005a  Total (n°/
01/2004 01/2005 01/2006 %)
Unidade Hospitalar
Unidade de_Terapla 9 14 36 59 /83,1
Intensiva
Clinica Cirurgica 3 4 5 12/16,9
Total 12 18 41 71/100

A figura 2 possibilita analisar que as infec¢des nosocomiais
por ML.R.S.A. aumentaram notavelmente nas unidades de
terapia intensiva, visto que é um setor hospitalar restrito
aos profissionais e também a poucos visitantes, devida-
mente paramentados.
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Total de casos
©
>

02/2003 a
01/2004

02/2004 a
01/2005

Periodo

02/2005 a
01/2006

l B Unidade de Terapia Intensiva B Clinica Cirirgica l

Figura 2- Distribuicao de pacientes que constatou-se infeccao
por Staphylococcus aureus resistente a meticilina, no Hospital
Universitario, conforme a unidade hospitalar, no periodo de feve-
reiro de 2003 a janeiro de 2006

Para a confirmacao de resisténcia das cepas bacterianas
avaliadas neste trabalho, o laboratério responsavel pela
sua realizacao utilizou critérios estabelecidos pelo Clinical
And Laboratory Standards Institute (CLSI), organizacao in-
ternacional que promove o desenvolvimento e a utilizagcao
das normas e procedimentos laboratoriais padronizados.
Observou-se que dentre os materiais biolégicos analisados
ha prevaléncia de Staphylococcus aureus resistente a me-
ticilina em pontas de cateter (39,2%) e em secrecoes oro-
traqueais (34,2%), que podem ser constatados na figura 3.
Esses dados estao dispostos na tabela 3.

TABELA il
Distribuicao de pacientes que se constatou infeccao
por Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
no Hospital Universitario, conforme o tipo de material
coletado para analise

o | e mmeemmee e
Materia | coletado
Biopsia 0 0 1 1/13
Ponta de cateter 3 9 19 31/39,2
Sang ue 1 2 8 11/13,9
Secre ¢ao de abcesso 1 0 3 4/5,0
Secre ¢ao ocular 1 0 0 1/1,3
Secre ¢ao orotraqueal 4 6 17 271342
Swab nasal 0 1 0 1/13
Urina / Liquido pleural 1 0 2 3/38
Total 1 18 50 79 /100

Total de amostras
B

02/2003 a 01/2004 02/2004 a 01/2005
Periodo

M Ponta de cateter

02/2005 a 01/2006

E Biopsia O Sangue
DOSecregdo de abcesso M Secregdo ocular

B Swab nasal O Urina/Liquido pleural

M Secregdo orotraqueal

Figura 3- Distribuicao de pacientes que constatou-se infeccao
por Staphylococcus aureus resistente a meticilina, no Hospital
Universitario, conforme o tipo de material coletado para exame,
no periodo de fevereiro de 2003 a janeiro de 2006
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DISCUSSAO

A prevaléncia de infec¢oes nosocomiais em pacientes aci-
ma de 61 anos, constatado neste trabalho, coincide com re-
sultados de outros trabalhos'®'”; a compreensao se da pelo
fato de que os idosos costumam ser pacientes clinicamente
criticos, expostos a manipulacao excessiva e, muitas vezes,
colonizado por microbiota hospitalar. A vulnerabilidade de
pacientes nessa idade, a pouca tolerancia terapéutica, tem-
po de hospitalizacao e uso de agentes antimicrobianos
constitui fatores de risco para aumentar a incidéncia de in-
feccoes nosocomiais.

A unidade de terapia intensiva é um parametro importan-
te para o controle e tratamento de doencas severas, pois é
um setor hospitalar que representa o que hd de moderno
na medicina para monitorar todos os sinais vitais do cor-
po*. A sepse foi a principal doenca associada a mortalida-
de em unidades de terapia intensiva pedidtrica, compro-
vando novamente a relacdo de altas prevaléncias de in-
feccao nesse setor hospitalar®.

A prevaléncia de infecgoes em unidades de terapia intensiva
¢é analisada também em outros trabalhos > ' 1 pois, nesta
unidade hospitalar, sao freqiientes intervencgoes terapéuticas
e médicas altamente agressivas, o aumento do nimero de
dispositivos médicos invasivos, exposicdao da paciente a mul-
tiplas terapias, e, por conseguinte, a idade do paciente, po-
dendo ser um fator de risco para adquirir uma infeccao por
M.R.S.A. Na Franca, sao realizados programas de controle de
infecc@o nesse setor a fim de minimizar a ocorréncia dessas
infecgdes, devido a impactos s6cio-econémicos e humanos de
infeccoes nosocomiais que sao freqlientes, aumentando a ta-
xa de mortalidade e os gastos hospitalares®.

Alguns fatores tém sido relacionados a incidéncia de in-
fecgdes no sitio cirtrgico, como aqueles referentes ao
agente infeccioso (tamanho do in6culo), e fatores inerentes
ao paciente (doencas pré-existentes, desnutricao, etc.), res-
saltando a importancia de controle de infec¢des na clinica
cirdrgica, mesmo que os dados relatam um pequeno au-
mento do indice de infecgoes por M.R.S.A., demonstrado
no presente trabalho *.

Os dispositivos médicos que auxiliam ou monitoram
funcoes basicas do corpo contribuem muito para o sucesso
de tratamentos médicos, porém, ao atravessar barreiras de-
fensivas naturais, esses dispositivos propiciam aos micror-
ganismos um acesso a liquidos e tecidos que normalmente
sdo estéreis, elevando os indices de infeccao hospitalar, em
especial, por M.R.S.A. >,

A incidéncia de resisténcia do Staphylococcus aureus a me-
ticilina vem se apresentando crescente, principalmente em
hospitais terciarios e/ou de ensino; quando os casos estao
associados a dispositivos médicos invasivos; em locais que
possuem microrganismos resistentes, como no caso de uni-
dades de terapia intensiva, sendo ela pedidtrica ou adulta *°.
Uma importante via de disseminacdo de M.R.S.A. é o pa-
pel dos profissionais da satide que atuam como portadores
desse microrganismo *. Entretanto, a identificacao e trata-
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mento de portadores que atuam em unidades hospitalares
nao sao rotineiras, favorecendo a distribuicao desse agen-
te infeccioso'. Em um surto ocorrido em um centro de tra-
tamento intensivo de um hospital de ensino constatou-se
que o provavel reservatério epidémico foi a colonizagao
nasal de funciondrios da unidade®.

Os pacientes infectados ou colonizados com M.R.S.A. de-
vem ser isolados; programas educacionais a respeito da in-
feccao devem ser realizados com pacientes, visitantes e
funciondrios da unidade, desde a lavagem das maos até a
utilizacao de equipamentos de protecao individual, mini-
mizando as chances de disseminacao desse agente infecci-
oso multirresistente .

Este estudo evidencia que as medidas preventivas sao in-
dispensdveis para minimizar a ocorréncia de infec¢oes hos-
pitalares. E fundamental que os profissionais de satde es-
tejam atentos aos problemas de infec¢des nosocomiais e to-
mem medidas a fim de reduzir o nimero de tais infeccoes,
observando e praticando as orientagoes sobre o controle de
infeccoes no ambiente hospitalar e, assim, promover me-
lhor assisténcia aos pacientes.
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Prevaléncia de microrganismos em infeccoes do trato
urinario de pacientes atendidos no laboratorio de analises
clinicas da Universidade Paranaense — Umuarama - PR

Prevalence of de microorganisms in urinary tract infections of patientes attended in the clinical analisys of the
Paranaense University - Umuarama - PR

Erildo Vicente Muller'; Dayani Fernanda dos Santos? & Nelton Anderson Bespalez Corréa’

do desta forma complica¢des e recidivas.
PALAVRAS-CHAVE - Infeccao urindria /bactérias/; cultura.

/RESUMO - Infeccao urindria é a presencga de microorganismo na urina, e sua prevaléncia varia com o sexo e idade dos pacientes. O\
presente trabalho objetivou determinar a prevaléncia de infeccao urinaria no laboratério de andlises clinicas da UNIPAR no munici-
pio de Umuarama-Pr. Foram analisados 328 prontudrios dos pacientes que realizaram exames de cultura de urina no ano de 2005. Du-
rante este periodo foram identificados 52 casos de infecgdo urindria e foram encontrados os seguintes agentes etiolégicos: Escherichia
colii (36,55%), Enterobacter sp. (21,16%), Klebsiella sp (17,30%), Estaphylococcus sp., (7,70%), Citrobacter sp. (5,76%), Pseudomonas
aeruginosa (5,76%) Burkholderia cepacia (3,85%) Proteus sp. (1,92%). A maior prevaléncia de infeccao urindria encontrado no pre-
sente estudo foi do género feminino com uma prevaléncia de 14,6%. A Escherichia coli foi o microorganismo prevalente causador des-
ta infecgao. Os resultados obtidos neste estudo sao de muita valia, pois permitem aplicacao de um tratamento mais adequado, evitan-
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\KEYWORDS - Urinary infection/bacteria; culture.

/" SUMMARY - Urinary infection is the presence of microorganism in piss, e its prevalence varies with the sex and age of the patients\
The present work objectified to determine the prevalence of infection would urinary in the laboratory of clinical analyses of the Uni-
par in the city of Umuarama-Pr. Had been analyzed 328 handbooks of the patients who had carried through examinations of piss cul-
ture in the year of 2005. During this period 52 cases of urinary infection had been identified and had been found the following agents
etiologic: Escherichia colli (36.55%), Enterobacter sp. (21,16%), Klebsiella sp. (17.30%), Estaphylococcus sp., (7,70%), Citrobacter sp.
(5,76%), Pseudomonas aeruginosa (5.76%) Burkholderia cepacia (3.85%) Proteus sp. (1,92%). The biggest prevalence of found urinary
infection in the present study was of the feminine sort with a prevalence of 14,6%. The Escherichia coli were the .causing prevalent
microorganism of this infection. The results gotten in this study are of much value, therefore they more allow application of an adjus-
ted treatment, preventing in such a way complications and returns.
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INTRODUGAO

Ainfecgéo do trato urinario (ITU) pode ser definida como
sendo a invasao e multiplicacao de microorganismos
nos tecidos do trato urinario, desde a uretra até os rins'. A
maioria das ITU, incluindo cistite, pielonefrite, bacteritria
assintomaética e sindrome uretral aguda, sdo causadas por
poucos géneros bacterianos, a presenca destes microorga-
nismos na urina é denominado bacteritria®.

A ITU é uma patologia extremamente freqiiente que ocorre
em todas as idades, havendo, contudo, maior prevaléncia
desse problema em trés grupos etdrios: criancas até os seis
anos de idade, mulheres jovens com vida sexual ativa, e
adultos idosos com mais de 60 anos de idade’. No Brasil as
ITUs sao consideradas as mais comuns das infeccoes bacte-
rianas responséaveis por 80 em cada 1.000 consultas clinicas®.
Em recém nascidos, devido a um maior numero de mas for-
macoes congénitas, especialmente a valvula de uretra pos-
terior, acomete preferencialmente o sexo masculino (cerca
de 75%)*. Em criancas acima de trés meses de idade, cerca
de 90% das ITUs se manifestam no sexo feminino*. Na vida
adulta a incidéncia no sexo feminino se eleva, o que parece
estar implicadas com inicio da vida sexual. Na mulher a ure-
tra é mais curta, com isso é maior a proximidade do anus
com o vestibulo vaginal e uretra. No homem, é maior o com-
primento uretral, maior o fluxo urindrio e o fator antibacteri-
ano prostatico sao protetores, com isso a susceptibilidade a
ITU na mulher é maior. Apés 60 anos de idade a incidéncia
de ITU aumenta podendo atingir entre 3% a 4% dos homens
e que se relaciona com quadros de hiperplasia prostatica®*.

As infeccbes do trato urindrio nao complicadas adquiridas na
comunidade constituem atualmente a infeccao mais comum
em mulheres nos Estados Unidos, com mais de oito milh6es
de consultas por ano, sendo também, significante causa de
morbidade e responsével por elevados custos em satude’.

A urocultura é o exame considerado “padrao ouro” no diag-
nostico laboratorial da ITU, sendo 40 a 70% dos espécimes
clinicos enviados para os laboratérios de microbiologia®.

As ITUs sao, em geral, causadas por bactérias Gram-nega-
tivas aerébicas presentes na flora intestinal. Nas infeccoes
urinarias agudas sintomadticas existe nitida predominancia
de Escherichia coli, enquanto que nas infeccdes cronicas
ou adquiridas em ambiente hospitalar ou relacionadas com
anomalias estruturais do trato urindrio existe uma incidén-
cia mais equitativa das diferentes enterobactérias, com o
aumento da prevaléncia de infecgdes causadas por Klebsi-
ella sp., Proteus sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp., e
por gram-positivos, como Enterococos e Staphylococcus’.
A caracterizacao das infecc¢oes do trato urindrio se faz im-
portante, pois, pode elucidar os principais fatores predispo-
nentes a esta patologia, bem como, os microorganismos
mais envolvidos e, a partir destes conhecimentos, pode-se
direcionar as formas de terapia bem como as medidas de
controle das infeccoes’.

O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia dos
microorganismos responsaveis pelas infec¢des do trato uri-
nario dos pacientes atendidos no Laboratério de Andlises
Clinicas da Universidade Paranaense em Umuarama — Pa-
rana no periodo de janeiro a dezembro de 2005.
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MATERIAIS E METODOS

No periodo de janeiro a dezembro de 2005, foram analisados
os resultados de 328 culturas de urina, de pacientes ambu-
latoriais, atendidos no Laboratério de Andlises Clinicas da
Universidade Paranaense (UNIPAR) em Umuarama, Parana.
As amostras foram constituidas de urina de jato médio. Os pa-
cientes foram orientados para realizarem uma higienizacao
prévia da regiao genital, principalmente no sexo feminino,
desprezando o primeiro jato de urina e o restante da micgao.
As amostras de urina foram coletadas em frascos estéreis e
encaminhadas para o setor de microbiologia do Laboratério
de Analises Clinicas da UNIPAR. A urocultura foi processada
conforme descrito nos Procedimentos Operacionais Padroes
(POP) do Laboratério de Bacteriologia da UNIPAR, utilizan-
do a cultura quantitativa: as amostras foram semeadas atra-
vés do método da alca calibrada de 0,01ml (10ul), em agar
CLED (cistino-lactose eletrélito deficiente), dgar MacCon-
key.As culturas foram incubadas durante 24 — 48 hs, a 35°C+-
1°C. Ap6s isolamento primdrio as amostras foram submetidas
a identificacao de acordo com PILONETO (1998)°.

Foram consideradas positivas as urinas que apresentavam um
crescimento igual ou superior de aproximadamente 10° UFC/ml.
Este trabalho foi realizado mediante aprovacdo do comité
de ética em pesquisa envolvendo seres humanos da UNI-
PAR sob numero 2065/2006 e, cumprido integralmente de
acordo com os principios éticos estabelecidos pela reso-
lucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude — Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de prontuérios analisados (328), houve 15,85%
(n=52), resultados positivos, para as infeccoes do trato uri-
nario. O predominio das infec¢oes do trato urindrio ocorreu
nas mulheres com 14,64 % (n=48), sendo que a maioria en-
controu-se na faixa etdria de 01 a 46 anos (TABELA I). No
género masculino a maior prevaléncia foi encontrada na
faixa etaria de 47 a 78 anos (TABELA 1I).
TABELA |
Distribuicdo de culturas positivas e negativas por faixa
etaria nogénero masculino atendidos no LAC da UNIPAR
no periodo de janeiro a dezembro 2005.

GENERO MASCULINO

IDADE Prontudrio Cultura % Cultura %
analisado Positiva Negativa
01 -15 11 1 1,89 10 18,9
16 — 30 8 0 0 8 15,09
31 - 46 16 0 0 16 30,2
47 - 62 7 1 1,89 6 11,32
63 - 78 9 2 3,77 7 13,2
79 - 94 2 0 0 2 3,77
TOTAL 53 4 7,5 49 92,5
TABELA I

Distribuicdo de culturas positivas e negativas por faixa
etaria no género feminino, atendidos no LAC da UNIPAR
no periodo de janeiro a dezembro 2005.

GENERO FEMININO
IDADE Prontudrio Cultura % Cultura %
analisado Positiva Negativa

01 -15 61 10 3,63 51 18,54
16 — 30 63 6 2,18 57 20,72
31 - 46 75 14 5,09 61 22,18
47 - 62 44 8 2,9 36 13,09
63 - 78 30 10 3,63 20 7,27
79 - 94 2 0 0 2 0,72
TOTAL 275 48 17,5 227 82,5
36

Os microorganismos mais frequentemente isolados foi a
Escherichia coli 36,55% (n=19), sequido da Enterobacter
sp. com 21,16% (n=11) e Klebsiella sp, 17,30% (n=09), co-
mo pode ser observado na tabela III.
TABELA llI
Prevaléncia dos germes isolados nas culturas de urina
no Laboratério de Analises Clinicas da UNIPAR no perio-
do de janeiro a dezembro de 2005.

CULTURA IDADE
01-15 16-30 31-46 47-62 63-78 79-94 Total %
Escherichia coli 6 3 4 2 4 0 19 36,53%
Enterobacter sp. 0 3 4 1 3 0 1 21,16%
Kilebisiella sp. 1 0 2 3 3 0 9 17,31%
Estaphylococcus sp. 1 0 1 2 0 0 4 7,70%
Citrobacter sp. 0 0 2 1 0 0 3 5,77%
P, aeroginosa 1 0 0 0 2 0 3 5,76%
Burkholderia cepacia 1 0 1 0 0 0 2 3,85%
Proteus sp. 1 0 0 0 0 0 1 1,92%
TOTAL 1 6 14 9 12 0 52 100%

A infeccdo urindria é uma patologia extremamente fre-
giiente e constituem um grave problema de satde que afe-
ta milhdes de pessoas a cada ano. Essas infeccoes sao res-
ponsaveis por aproximadamente 20% de todas as consultas
pediéatricas. As ITUs cronicas constituem importante causa
de insuficiéncia renal terminal, hemodidlise e transplante
renal®. A prevaléncia de urocultura positiva encontrado
neste estudo se assemelha a varios trabalhos descritos'!'.
Neste estudo foi evidenciado maior predominio de in-
fecgdo urinaria em pacientes do género feminino, esse fato
pode ser explicado devido as mulheres serem mais susce-
tiveis a este tipo de infecgao por diversos fatores, entre eles
pode-se citar: anormalidades anatémicas do trato urindrio;
as condicoes de higiene ap6s as relacoes sexuais. O uso de
preservativo que contem espermicidas pode favorecer a in-
feccao, pois o espermicida altera o pH e consequentemen-
te a flora vaginal (perda de lactobacilos que mantém a aci-
dez vaginal) favorecendo a ascendéncia de germes no tra-
to urindrio. Na gravidez ocorre a dilatacao fisiolégica do
ureter e pelve renal facilitando o refluxo. Na menopausa
ocorre a falta de estrégeno que facilitaria a remocao das
bactérias através do estimulo de crescimento e proliferacao
da mucosa vaginal®'.

Na mulher a uretra é mais curta, com isso é maior a proxi-
midade do anus com o vestibulo vaginal e uretra, aumen-
tando a susceptibilidade da infecgao urinéria'*.

Nos homens, foi verificado que as infec¢oes urindrias sao
menos freqlientes (7,7%). Entre os 53 prontudrios analisa-
dos do género masculino, apenas 4 (7,5%) apresentou cul-
tura positiva. Isto pode ser explicado, pelo fato que no ho-
mem é maior o comprimento uretral, maior o fluxo urinario
e o fator antibacteriano prostatico sao protetores.

A maior prevaléncia de cultura positiva no género masculi-
no situou-se na faixa etdria de 47 a 78 anos. Isto pode estar
relacionado a quadros de hipertrofia prostatica, que obstru-
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em o fluxo urindrio causando esvaziamento vesical incom-
pleto e consequentemente a infec¢ao urinaria. A Escherichia
coli € um microorganismo pertencente a flora normal do in-
testino humano podendo contaminar e subsequentemente
causar infeccoes extra-intestinais, sendo um dos principais
agentes etiolégicos de infeccdao no trato urindrio®.

Outro indice encontrado é a infeccao causada pela Entero-
bacter sp. (21,16%), classificada como a segunda cultura
mais encontrada, este dado é muito importante, pois na lite-
ratura consta que o segundo microorganismo mais isolado
na infeccao urinaria é a Klebsiella sp."*'*'°, No presente estu-
do este microorganismo foi identificado como a terceira cau-
sa deste tipo de infeccdo com uma freqiiéncia de 17,30%,
sendo o maior indice encontrado em pacientes numa ampla
faixa etdria, variando de 31 a 78 anos. Foram encontrados,
também, cultura de Estaphylococcus sp. (7,70%), sequndo a
literatura, reconhecido como o principal agente etiol6gico
das infecgdes urindrias em mulheres e jovens sexualmente
ativas'®*. A Citrobacter sp. e Pseudomas aeruginosa foram
o quinto tipo de cultura mais encontrada (5,76%). A espécie
Pseudomonas aeruginosa é frequentemente encontrada, em
pequeno numero, na microbiota intestinal normal e na pele
dos seres humanos. E distribuida amplamente na natureza,
sendo comum seu achado em ambiente imido nos hospitais.
Ela s6 se torna patogénicas quando introduzida em areas
desprovidas de defesas normais, por exemplo, quando sao
utilizados cateteres urindrios®.

Pode-se concluir com esse estudo, que a prevaléncia de
ITU, e os microorganismos relacionados a ela podem vari-
ar de acordo com a localidade, género e idade dos pacien-
tes, assim é importante o conhecimento da prevaléncia de
patoégenos locais e também do perfil de suscetibilidade pa-
ra instituicao do tratamento mais adequado.
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Determinacao do intervalo de referéncia para o
volume plaquetario médio (VPM) utilizando o
analisador hematologico Pentra 120 ABX

Determining the reference interval for the mean platelet volume (MPV) making use of the
hematology analyzer Pentra 120 ABX

Mariela Granero Farias* & Suzane Dal B6*

ﬁ?ESUMO - De todos os pardmetros fornecidos pelos analisadores hematolégicos, os indices plaquetdrios, certamente, sdo os mais ig-
norados pela maioria dos laboratérios clinicos, devido a dificuldade de padronizacao e por serem afetados por uma série de proble-
mas metodolégicos. Recomenda-se, portanto que cada laboratério determine seu préprio intervalo de referéncia. Destes indices, o vo-
lume plaquetédrio médio (VPM) vem merecendo destaque pela sua grande utilidade, além de trombose e hemostasia, em uma série de
doencas como, diabetes, doencas da tireéide, doencas vasculares, etc. Neste estudo foram analisadas 227 amostras de individuos adul-
tos, ambulatoriais, do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), executadas no analisador hematolégico Pentra 120 ABX, com a
finalidade de determinar o intervalo de referéncia para este parametro, permitindo assim, sua utilizacdo no hemograma e sua apli-
cacao clinica. O valor de referéncia para VPM encontrado neste estudo foi de 6,5 - 9,5 fL,, sendo calculado a partir dos percentis 2,5-
97,5 e determinado conforme recomendacao do International Federation of Clinical Chemistry (IFCC). O valor obtido foi corresponde
aos encontrados em estudos anteriores, os quais também utilizaram a metodologia de impedancia volumétrica, para a realizacao das
contagens plaquetdrias.

PALAVRAS-CHAVE - plaquetas, volume plaquetario médio, impedancia, intervalo de referéncia. Y,

SUMMARY - Among all the parameters provided by the haematology analysers, the platelet rate is surely, the least acknowledged one,\
by most of the clinic laboratories, due to the standardization difficulty and also for being affected by a series of methodologic pro-
blems. Therefore, every laboratory would be in charge to determine its own reference interval. Among those rates, the mean platelet
volume (MPV) should be emphasized due to its high level of importance in a series of pathologies; such as thrombosis and hemostasy,
diabetes, thyroid and vascular diseases, etc. In this study, 227 adult outpatients samples from Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) have been analysed and with the Pentra 120 ABX hematological analyser, in order to determine the reference interval for this
standard, thus allowing for its utilization in the hemogram as well as its clinical application. The MPV reference interval found in this
study was 6,5 - 9,5 fL, according to percentile 2.5-97.5 and determined according to recommendation of the International Federation
of Clinical Chemistry (IFCC). The value obtained corresponds to the ones found in previous studies, which have also used the volu-

melric impedance methology for platelet count.

KEYWORDS - platelets, mean platelet volume, impedance, reference interval. /

INTRODUGAO

laquetas sao fragmentos citoplasmaticos de megacarioci-

tos,** que apresentam forma discéide, didmetro normal-
mente de 1,5 a 3 pm, espessura em torno de 1,0 pm e volume
de 7,0 fL.. Em condi¢6es normais, estdo em ntimero de 140.000
a 400.000/pL no sangue periférico.”® Sao componentes do san-
gue especializados, que ajudam a prevenir a hemorragia.”
O primeiro método de referéncia para a determinacao de pla-
quetas foi a contagem manual por microscopia de contraste
de fase.”? Em 2001, o International Council for Standardiza-
tion in Haematology (ICSH) prop6s um novo método, basea-
do na deteccao imunoldgica por citometria de fluxo, usando
isotiocianato de fluoresceina (FITC) conjugado com anticor-
po monoclonal CD61.21* Porém, os principios utilizados pa-
ra contagem plaquetdria pela maioria dos analisadores he-
matolégicos sao a impedancia eletronica, a densidade 6ptica
(light scatter) ou associacao das duas metodologias.** O
equipamento Pentra 120 ABX, utiliza o principio da conta-
gem por impedancia, que é baseada na andlise dimensional,
na qual as plaquetas sao identificadas pelo seu tamanho.
Algum tempo atrés, os estudos sobre plaquetas limitavam-
se, principalmente, a contagem de plaquetas/mm® e as re-
feréncias morfologicas sobre: macroplaquetas, agregados
plaquetérios, satelitismo plaquetdrio etc. Recentes avancos
da automacdo na analise de células sangiiineas permitem
a medicdo automatica de varios parametros plaquetdrios.*
Entre os novos indices vem merecendo destaque o volume
plaquetdrio médio (VPM), por se tratar de uma variavel bi-

olégica que se relaciona a funcao e atividade plaquetdria.
A avaliacao do tamanho e morfologia das plaquetas torna-se
util no diagnoéstico de pacientes com vdrias alteracoes plaque-
tarias, por isso o VPM é de grande importancia particular-
mente nas trombocitopenias e trombocitoses. Anormalidades
clinicas significantes também podem ser detectadas, quando
a contagem de plaquetas estiver dentro dos limites normais.’
Muitos laboratérios ignoram a informacao do VPM, gerada
em analisadores hematolégicos, pois o método é de dificil
padronizacao e quando determinado em amostras de roti-
na é afetado por numerosas variaveis, como o tipo de tec-
nologia, populacdes de pacientes e as pertencentes a pro-
pria coleta (complexidade dos efeitos dos anticoagulantes
e as varidveis pré-analiticas como, temperatura e o tempo
de estocagem do material). """ Em virtude desses proble-
mas e da dificuldade de interpretacao da heterogeneidade
do tamanho plaquetério sob condi¢does normais e anormais,
essas medidas sao interpretadas com extrema cautela,”
sendo aconselhavel que cada laboratério estabeleca seu
préprio valor de referéncia.’

O objetivo deste estudo foi determinar o valor de referéncia
do VPM, dos pacientes do HCPA, para validar o parametro,
adicionar nos laudos e possibilitar a sua aplicagao clinica.

MATERIAIS E METODOS

Coleta da amostra

Foram analisadas 227 amostras de pacientes ambulatoriais
(Figura 1), 104 pacientes do sexo masculino e 123 do sexo
feminino, com idade entre 13 e 95 anos.

Recebido em 27/12/2006
Aprovado em 22/10/2007
*Unidade de Hematologia, Servigo de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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Todos os casos apresentavam valor de hemoglobina entre
10,5 a 16,0 g/dL. Foram excluidas amostras de pacientes
ambulatoriais com dados clinicos relevantes (diabéticos,
cardiacos, HIV, gestantes, doencas da tire6ide) e aquelas
cuja analise em lamina apresentou alteracao na morfologia
e tamanho plaquetadrio.

As amostras de sangue venoso, foram colhidas em tubos a
vacuo (volume de +5 ml), com o anticoagulante etilenedi-
nitrilotetraacetato tripotassio (KsEDTA), mantidas a tempe-
ratura ambiente e processadas, dentro de no maximo duas
horas apés a coleta.

Metodologia

Os exames foram realizados nos analisadores hematol6gi-
cos Pentra 120 ABX e Pentra Retic 120 ABX (ABX Diagnos-
tic, Montpellier, France), sendo avaliados os seguintes pa-
rametros: contagem de plaquetas (PLT/mm?) e volume pla-
quetdrio médio (VPM/fL). Os equipamentos utilizados
apresentaram controle de qualidade, intra e inter-ensaio
com um bom desempenho didrio.

O histograma plaquetdrio € uma curva em que cada pla-
queta classifica-se e distribui-se de acordo com o seu tama-
nho (volume) (Figura 2). O VPM é diretamente derivado da
andlise da curva de distribuicao plaquetdria.

Avaliacao cuidadosa do esfregaco sangtineo foi realizada,
para observacdo da morfologia plaquetdaria e somente
foram incluidas no estudo amostras com histograma
plaquetério log-normal.

Estatistica

O intervalo de referéncia foi determinado através do progra-
ma SPSS® versao 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), sendo
calculado a partir dos percentis 2,5 - 97,5, dentro de 95% do
intervalo de confianga,** segundo recomendacao do Inter-
national Federation of Clinical Chemistry (IFCC).821242

RESULTADOS

A contagem plaquetdria média foi de 249.000x10°%/mm?®.
O VPM apresentou correlacao inversamente proporcional
a contagem plaquetdaria. O intervalo de referéncia para o
parametro VPM foi de 6,5- 9,5 fL, para individuos adultos
do HCPA. Nao houve diferenca estatisticamente signifi-
cante entre os grupos feminino e masculino.
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Figura 1- Histograma de distribuicao de 227 pacientes com VPM entre 6,0 e 10,0 fL.
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Figura 2 - : Histograma de distribuicao plaquetaria log-normal
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DISCUSSAO

Por muito tempo os estudos referentes a plaquetas, relaci-
onavam-se somente a trombose e hemostasia. Atualmente
estd claro que, as plaquetas tém um papel importante em
diversas desordens caracterizadas por doencas vasculares,
incluindo doenca arterial corondria, doencas mieloprolife-
rativas, diabetes, pré-eclampsia, doenca intestinal inflama-
téria, entre outras.” O uso do VPM determinado através
contadores de sangue automatizado melhorara a descricao
de doencas plaquetdrias.’

Embora o EDTA seja o anticoagulante de rotina mais utili-
zado para contagem de células sangtiineas, ele pode indu-
zir alteracoes na forma e ultra-estrutura das plaquetas. Pla-
quetas coletadas com este anticoagulante se alteram com o
tempo e temperatura,*'® se tornando esféricas e quando co-
letadas com citrato tornam-se discoides.*'*'® Esta alteracao
na forma causa um aumento aparente de aproximadamen-
te 20% no VPM nas duas primeiras horas em exposicao ao
EDTA em relacdo as amostras coletadas com citrato."
Estudos anteriores relatam que o valor de VPM aumenta de-
vido ao inchaco plaquetdrio quando o EDTA é usado como
anticoagulante, entretanto, um estudo recente mostra que
este aumento de tamanho é de aproximadamente <0,5 fL,
quando a anélise é realizada dentro de 2 horas apds a veni-
puntura.® Neste estudo, todas as amostras de sangue foram
analisadas no periodo de no méximo 2 horas apoés a coleta.
Sao chamadas de plaquetas grandes aquelas que apresen-
tam um tamanho de 4 a 7 pm de diametro e plaquetas gi-
gantes as maiores que 7 pm, geralmente 10 a 20 pm de dia-
metro. Embora a avaliacdo cuidadosa do seu didmetro em
uma distensdo sanguinea por um micrometro ocular é rapi-
da e acurada, ela é subjetiva, pois a morfologia plaquetéria
é enganosa, para a estimativa do tamanho da plaqueta. Pla-
quetas grandes sao mais atrativas que as pequenas, entao
freqiientemente uma distensdo € lida mostrando inadequa-
damente “plaquetas gigantes”.* Uma das razoes mais im-
portantes para as contagens automatizadas é o baixo erro
estatistico devido ao grande ntimero de células examinadas.
O histograma do volume de distribuicdo plaquetéria é de
particular importancia. Quando este for de forma log-nor-
mal, a contagem de plaquetas e o VPM refletem valores re-
ais. Em contraste, quando a distribuicdo nao é log-normal,
a contagem de plaquetas e o VPM estao representando in-
terferentes. A avaliacdo microscépica da lamina, embora
menos precisa, também é de grande utilidade para identifi-
cacao destas alteracoes. No nosso estudo, entraram somen-
te pacientes com histograma plaquetario log-normal, com a
finalidade de eliminar qualquer interferente e também foi
realizada a andlise cuidadosa do esfregaco sangiiineo.
Numerosos fatores podem contribuir para a diferenca entre
os intervalos de referéncia relatados em diferentes estudos,
como por exemplo, voluntérios para o estudo, o método ana-
litico, varidveis pré-analitica e a maneira como o intervalo de
referéncia foi calculado. Como a determinacao do intervalo
de referéncia para o VPM é metodologia dependente, méto-
dos como impedancia e o método de referéncia, citometria
de fluxo podem apresentar uma diferenca acima de 40%.%*
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O método estatistico utilizado em nosso estudo, para cdlcu-
lo do IR (intervalo de referéncia) para o VPM foi baseado
nas recomendacoes do CLSI e IFCC.” Segundo estas reco-
mendacgoes, o IR deve ser calculado para populacao total.”
O célculo foi realizado dentro de um intervalo de confianca
de 95%. O valor de VPM encontrado para os pacientes do
HCPA (6,5-9,5) foi préximo aos obtidos em estudos anteri-
ores realizados com o mesmo tipo de equipamento, como o
valor relatado por Van den Bossche et al (6,8-10,0).%
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Gestacao e papilomavirus humano: influéncia da
idade materna, periodo gestacional, numero de
gestacoes e achados microbiologicos*

Pregnancy and human papillomavirus: influence of maternal age, gestational period,

number of pregnancies and microbiological findings
Luiz Mario da Silva Silveira’; Roxana de Carvalho Veras? América de Lourdes
Nogueira da Cruz? & Manuel dos Santos Faria®

RESUMO - O papilomavirus humano (HPV) exerce um papel central na carcinogénese do colo uterino. Muitos fatores orbitam em tor-"\

Gardnerella vaginalis foi o que apresentou maior prevaléncia.
PALAVRAS-CHAVE - Papilomavirus humano, HPV, gestantes.

no dele que influenciam direta ou indiretamente a instalacao deste mecanismo no epitélio escamoso cervical. Estudos demonstraram
haver uma maior freqtiéncia de infeccao por HPV em gestantes em relacdo a ndao-gestantes, sugerindo que a gravidez é um fator de
risco para infeccao pelo HPV. E objetivo deste trabalho avaliar retrospectivamente um grupo de gestantes com efeito citopatico para
HPYV, atendidas na Maternidade Marly Sarney no periodo de 2000 a 2004, verificando os possiveis efeitos da idade, periodo gestacio-
nal, numero de gestacdes e achados microbiolégicos mais freqiientes. Verificou-se que o efeito citopatico para HPV foi mais prevalen-
te nas gestantes que tinham idade igual ou superior a 20 anos, que estavam na primeira metade da gestacao, havendo uma diminuicao
da freqiiéncia da infeccao com o aumento da paridade. Dentre os agentes microbiol6gicos de importancia comumente encontrados

/

the most important microbiological agent found.
\KEYWORDS - Human Papillomavirus, HPV, pregnant women.

/"SUMMARY - Human Papillomavirus (HPV) plays a central role in uterine cervix carcinogenesis. A lot of factors direct or indirectly in\
fluence the presence of this mechanism in cervical squamous epithelium. Studies prove that there is a large number of HPV infecti-
ons in pregnant women than in no-pregnant women, and it is suggested that the pregnancy is a risk factor for HPV infection. It is pur-
pose of this study evaluate a group of pregnant women with HPV infection, attending at the Marly Sarney Maternity from 2000 to
2004. It was verified the effects of maternal age, stage of pregnancy, number of pregnancies and more frequent microbiological
agents. It was found that HPV infection was more frequent in pregnant women with equal age or older than 20 years old in the first
half of gestation; it was observed a reduction of frequency of infection with increase of gestation number. Gardnerella vaginalis was

/

INTRODUGAO

s canceres mamadrios e genitais sdo os tumores mais

freqiientes entre as mulheres. O cancer cervical, com
uma incidéncia mundial de cerca de 500.000 casos por ano,
constitui-se em um dos mais graves problemas de saude
publica, especialmente para os paises em desenvolvimen-
to. A incidéncia do carcinoma cervical varia nas diferentes
populacoes, refletindo diretamente a exposicao aos fatores
de risco e qualidade de programas de rastreamento® ** *.
Durante os ultimos anos, a incidéncia e mortalidade por
cancer cervical nos Estados Unidos e outros paises desen-
volvidos estao diminuindo notavelmente. Entretanto, nos
paises em desenvolvimento, esta patologia nao tem apre-
sentado uma importante diminuicao. Em algumas regioes
geograficas, como no nordeste brasileiro, a incidéncia do
cancer do colo do utero é a mais alta do mundo, estiman-
do-se que em torno de 40.000 mulheres por ano desenvol-
verao esta neoplasia no Brasil > %",
O céancer do colo do tutero é considerado uma neoplasia que
pode ser prevenida, uma vez que estes tumores tém uma
progressao relativamente lenta e existe uma forma simples
e eficiente de deteccao das lesoes precursoras. O seu perfil
epidemiolégico é de uma doenca relacionada a atividade
sexual, etiologicamente relacionada a um agente sexual-
mente transmissivel, o papilomavirus humano (HPV) *.
Nos ultimos anos, observou-se uma verdadeira epidemia
com a descoberta das lesdes subclinicas pelo HPV e suas
associacoes com a chamada “revolucao sexual” do final do
século XX. Foram os trabalhos pioneiros de Koss e Meisels,
entre outros, que notificaram a comunidade médica sobre

uma nova realidade epidemioldgica e sobre o fato de que
se dispunha de meios capazes para, com relativa simplici-
dade, fazer o diagnéstico precoce ou levantar a suspeita de
infeccao pelo HPV * %,

As lesoes oriundas de infeccao pelo HPV provocam, geral-
mente, alteracoes morfolégicas caracteristicas, onde células
superficiais, intermedidrias e endocervicais apresentam al-
teracoes na forma e tamanho do ntucleo, hipercromatismo,
cromatina granulosa e grosseira, detectaveis em citologia
de raspados cervicovaginais e biépsia; com isso, sd@o de su-
ma importancia os exames rotineiros de detecgdo precoce
de cancer através de esfregacos corados pelo Papanicolaou,
sendo dessa forma também muito util na identificacdo de
alteracoes citomorfolégicas relacionadas ao HPV’*.

As lesoes relacionadas a infeccao pelo HPV podem ser en-
contradas na pele no aparelho respiratério, bexiga urinaria
e nos tratos anogenitais masculinos e femininos. E muito
interessante que os diferentes tipos de HPVs mostram uma
preferéncia, muitas vezes exclusiva, pelo tecido que infec-
tam. O papilomavirus humano exerce um papel central na
carcinogénese do colo uterino. Entretanto a infeccao por
HPV néo é suficiente para desenvolver o carcinoma da cér-
vice. Sao necessarias mutacoes genéticas adicionais nas
células infectadas para ocorrer o cancer. O mais evidente é
que o HPV exerce sua influéncia oncogénica através das
proteinas E6 e E7, que estimulam a proliferacao celular e a
perda de diferenciacao '**'.

Muitos fatores orbitam em torno do cancer e influenciam di-
reta ou indiretamente a instalacao deste mecanismo no epi-
télio escamoso cervical. Entre eles estao fatores imunolégicos
(resposta imune local e humoral), comportamento sexual,

Recebido em 06/12/2006
Aprovado em 03/09/2007
*Trabalho realizado na Maternidade Marly Sarney - MA.
"Professor do Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA).
2Farmacéuticas-Bioquimicas do Laboratério INLAB-MA. °Diretor-Geral do Laboratério INLAB-MA.

RBAC, vol. 40(1): 43-47, 2008

43



idade, infecgoes genitais causadas por agentes sexualmente
transmissiveis (Chlamydia e Herpes), gravidez, paridade, uso
de contraceptivos orais por muito tempo, tabagismo, imuno-
deficiéncias, desnutricao e outras. Todos esses fatores intera-
gem em menor ou maior intensidade com oncoproteinas e
outros elementos do HPV, potencializando a acao do virus na
célula hospedeira e facilitando o desenvolvimento dos pro-
cessos de imortalizacdo e carcinogénese " * % ¢,

A prevaléncia de infeccao pelo HPV em mulheres gravidas
é relevante, mas similar aquela encontrada em mulheres
ndo-gestantes. As manifestacdes clinicas e subclinicas sao
mais evidentes nas gestantes, sendo que grande parte delas
regridem no puerpério. Porém estudos demonstraram haver
uma maior freqiiéncia de infeccao por papilomavirus huma-
no em gestantes em relacao a nao-gestantes sugerindo que
a gravidez é um fator de risco para infeccao pelo HPV **.

A alta prevaléncia da infeccao por HPV e o aumento do
percentual de replicacao durante a gravidez podem ser de-
vidos em parte a diminuicdo da imunidade celular e modi-
ficacdo dos horménios esterdides. Isso se deve ao fato de o
HPV possuir um receptor hormonal esteroidal. Além disso,
altos niveis de hormonios esteréides produzem diminuicao
da sintese e atividade dos linfécitos e macréfagos. Assim,
na gestacdao hé depressao transitéria e seletiva da imuno-
competéncia celular. A atividade dos linfécitos T helper e
T supressor estd diminuida, assim como hd diminuicdo da
IgG e IgA no muco cervical. Também foi sugerido efeito di-
reto da gravidez sobre a vulnerabilidade epitelial cervical,
como resultado da instabilidade no genoma do hospedeiro,
promovendo a progressao a malignidade " °.

As manifestagoes clinicas da infeccao pelo HPV devem ser
pesquisadas durante a avaliacdo pré-natal rotineira, sobre-
tudo através de exame ginecolégico e perianal cuidadosa,
seguido de coleta para a colpocitologia oncolégica. Essa
deve ser realizada com espdtula de Ayre, na ectocérvice,
postergando-se a coleta de amostra endocervical com es-
cova apropriada para o puerpério®.

Este trabalho tem como objetivo avaliar retrospectivamen-
te um grupo de gestantes com a presenca e auséncia de
efeito citopdtico para papilomavirus humano, verificando
os possiveis efeitos da idade, periodo gestacional, ntimero
de gestacoes e achados microbiolégicos mais freqiientes.

METODOLOGIA

Analisou-se retrospectivamente 841 colpocitologias oncoti-
cas de mulheres gestantes atendidas na Maternidade
Marly Sarney no periodo de 2000 a 2004. Verificou-se que
desse total, 41 apresentavam efeito citopatico para HPV se-
gundo os critérios pesquisados por Schneider et al.*. Esses
critérios sdo baseados nos critérios classicos ou pelo menos
na presenca de seis dos critérios nao cléssicos. O grupo
controle consistiu de pacientes gestantes sem sinais citol6-
gicos de infeccao pelo HPV, atendidas no mesmo periodo.

Processamento das amostras

Os esfregacos avaliados foram corados pelo método de Pa-
panicolaou, montadas em Entellan® e identificados com os
numeros cadastrados de acordo com a rotina adotada pelo
Laboratério INLAB Investigacao Laboratorial LTDA.

Coleta de dados

Os dados referentes ao efeito citopatico para o HPV e a mi-
crobiota vaginal foram obtidos dos laudos das pacientes
atendidas no Laboratério INLAB.

Os dados clinicos referentes a idade, periodo gestacional
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(primeira ou segunda metade) e nimero de gestacoes fo-
ram coletados no arquivo de prontuérios médicos da Ma-
ternidade Marly Sarney. Para a determinacao da idade
gestacional foram utilizadas: data da ultima menstruacao,
altura-uterina e ultra-sonografia.

Analise de dados

Os dados coletados foram agrupados e tabelados. Utilizou-se
o programa Excel for Windows® para a confeccao de figuras.
Os resultados obtidos foram avaliados através do emprego do
modelo estatistico qui-quadrado (x?), com significancia de
95% (p<0,05), através do programa BioEstat® versao 3.0.

RESULTADOS

A analise dos prontudrios e dos laudos das 841 gestantes
atendidas no periodo de 2000 a 2004 na Maternidade
Marly Sarney revelou que 41 (4,9%) destas apresentaram
efeitos citopaticos compativel para HPV, enquanto 800
(95,1%) gestantes nao apresentaram sinais citolégicos
para o virus (Figura 1).

4,9%
O HPV positivo

HPV negativo

95,1%

Figura 1. Distribuicao das pacientes entre o grupo de gestantes
com efeito citopatico compativel para HPV e o grupo de
gestantes sem efeitos citopatico compativel para HPV
(Maternidade Marly Sarney, 2000-2004).

Com relacao a idade das gestantes, ficou estabelecido a
faixa etdria menor que 20 e maior ou igual a 20 anos, con-
forme descrito na Tabela 1.

TABELA |
Comparacao da idade das pacientes entre o grupo de
gestantes com efeito citopatico compativel para HPV e o
grupo de gestantes sem efeitos citopatico compativel
para HPV (Maternidade Marly Sarney, 2000-2004).

Idade HPV positivo HPV negativo

n % n %
<20 10 24,4 176 22,0
=20 31 75,6 624 78,0
Total 41 100,0 800 100,0

p=0,7191; 2= 0,1294

As gestantes com idade igual ou acima de 20 anos foram
prevalentes nos dois grupos estudados, com 75,6 e 78,0%,
respectivamente, entre as gestantes com e sem efeito cito-
péatico para o HPV. No entanto, ndo se observou diferenca
estatisticamente significante quando avaliada a distri-
buicao de efeito pelo virus entre os dois grupos etarios.
Na Tabela 2 esta ilustrada a distribuicao da presenca ou
auséncia dos efeitos citopaticos para HPV de acordo com a
idade gestacional.

A maioria das gestantes atendidas na Maternidade Marly
Sarney durante o periodo do estudo estava com 20 sema-
nas ou menos de gestacao; todavia, apesar do elevado per-
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centual observado da presenca de efeito citopatico para o
HPV com menos de 20 semanas (75,6%), nao se observou
diferenca estatistica quando comparado com o grupo de
gestantes sem efeito citopatico (80,9%).

TABELA I
Comparacao da idade gestacional entre o grupo de ges-
tantes com efeito citopatico compativel para HPV e o
grupo de gestantes sem efeitos citopatico compativel
para HPV (Maternidade Marly Sarney, 2000-2004).

Idade gestacional (semanas) HPV positivo HPV negativo
n % n %
=20 31 75,6 647 80,9
>20 10 24,4 153 19,1
Total a4 100,0 800 100,0

p = 0,4055; x2 = 0,6920

A Tabela 3 relaciona os achados de efeito citopatico para
HPV com o niimero de gestacoes.

Em relacdao ao numero de gestacgoes, verificou-se dimi-
nuicdo na prevaléncia de gestantes com efeito citopatico
para HPV com o aumento da paridade sem, contudo, dife-
rir estatisticamente quando relacionado com o grupo sem
efeito citopatico.

TABELA Il
Comparacao entre o nimero de gestacdes no grupo de
gestantes com efeito citopatico compativel para HPV e o
grupo de gestantes sem efeitos citopatico compativel
para HPV (Maternidade Marly Sarney, 2000-2004).

N° de gestacdes ‘ HPV positivo HPV negativo

n % n %
<3 35 85,4 600 75,0
=3 6 14,3 200 25,0
Total 41 100,0 800  100,0

p =0,1323; x2 = 2,2659

Na Tabela 4 estao listados os agentes microbianos frequen-
temente encontrados nas amostras analisadas.
Gardnerella vaginalis foi o agente que apresentou maior
prevaléncia, tanto no grupo das gestantes com efeito cito-
patico compativel para HPV (26,8%) quanto nas gestantes
sem efeito citopatico compativel para HPV (28,0%).
Relacionando-se somente os agentes de importancia en-
contrados na microbiota vaginal (Figura 2), verificou-se
que para Trichomonas vaginalis e Candida sp. existiu dife-
renca quando da gestante com a presenca ou auséncia de
efeito citopatico para HPV.
TABELA IV

Comparacao dos achados microbioldgicos entre o grupo
de gestantes com efeito citopatico compativel para HPV
e o grupo de gestantes sem efeitos citopatico compativ-

el para HPV (Maternidade Marly Sarney, 2000-2004).

Achados microbiolégicos HPV positivo HPV negativo
n % n %
Trichomonas vaginalis 2 4,9 12 1,5
Candida sp. 4 9,8 141 17,6
Gardnerella vaginalis 11 26,8 224 28,0
Outros* 24 58,5 423 52,9
Total 41 100,0 800 100,0

*Qutros: lactobacilos, bacilos, cocos.
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401 OHPV (+)
29 HHPV (-)

204 11,8

Trichomonas Candida sp. Gardnerella

vaginalis

Figura 2. Correlacao de Trichomonas vaginalis, Candida sp. e
Gardnerella vaginalis em gestantes com efeito citopatico para HPV e
sem efeito citopatico para HPV (Maternidade Marly Sarney, 2000-2004).

vaginalis

Nas Tabelas 5 e 6 estao ilustradas as distribuicdes de Gard-
nerella vaginalis de acordo com a idade gestacional e sua re-
lacdo com gestantes com e sem efeito citopdtico para HPV.
Verificou-se que existiu significativa diferenca (p=0,0008) na
distribuicao de Gardnerella vaginalis quando avaliada a pre-
senca desta bactéria em gestantes com mais de 20 semanas
de gestacao e com efeito citopatico compativel para HPV.

TABELA V
Comparacao dos achados de Gardnerella vaginalis no grupo
de gestantes com efeito citopatico compativel para HPV e o
grupo de gestantes sem efeito citopatico compativel para
HPV em gestantes com 20 semanas ou menos de gestacao
(Maternidade Marly Sarney, 2000-2004).

Gardnerella vaginalis HPV positivo HPV negativo
n % N %
Presente 5 20,0 49 34,5
Ausente 20 80,0 93 65,5
Total 25 100,0 142 100,0
p =0,1527; %2 = 2,044
TABELA VI

Comparacao dos achados de Gardnerella vaginalis no grupo
de gestantes com efeito citopatico compativel para HPV e o
grupo de gestantes sem efeito citopatico compativel para
HPV em gestantes com mais de 20 semanas de gestacao
(Maternidade Marly Sarney, 2000-2004).

Gardnerella vaginalis HPV positivo HPV negativo
n % n %
Presente 6 37,5 6 7,3
Ausente 10 62,5 76 92,7
Total 16 100,0 82 100,0
p = 0,0008; %2 = 11,3502
DISCUSSAO

Pelos resultados descritos, observou-se uma maior preva-
léncia de sinais citolégicos causados pela infec¢ao por HPV
nas gestantes com 20 anos ou mais. Todavia, nao se encon-
trou diferenca estatistica significativa (p=0,7191) nos dois
grupos etdrios. A literatura tem registrado alta prevaléncia
de infeccao por HPV em pacientes jovens, devido possivel-
mente a exposicao precoce da zona de transformacao a
agentes sexualmente transmissiveis associada a condic¢oes
locais como ectopia e processos inflamatdérios, propiciando
o primeiro contato com o HPV e possivel evolucao subse-
quente para a neoplasia do trato genital inferior’.
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A idade é um fator importante na prevaléncia de infecgao
pelo HPV nas pacientes jovens ndo gravidas e nas gravi-
das®. A gravidez é um fator predisponente a infeccao por
HPV, devido em parte a diminuicao da imunidade celular e
modificacdo dos hormoénios esterdides, fato comprovado
clinicamente pela alta taxa de regressao das lesdes apoés o
parto " '* . Entretanto discordam dos resultados de Murta
et al.' que nédo observaram um aumento dessa freqiiéncia
em adolescentes gestantes, sugerindo que a gravidez nao
seja um fator predisponente para a infeccao pelo HPV na
faixa etaria estudada.

Em relacao a idade gestacional, permanece muita discordan-
cia sobre o periodo no qual a infeccao por HPV seria mais
prevalente. No entanto, a incidéncia parece ser maior na se-
gunda metade em relacao a primeira metade de acordo com
os resultados de estudos de alguns autores que mostraram
ser mais frequientes os sinais de infeccao pelo HPV na segun-
da metade da gestacao, confirmados através de estudos cli-
nicos, citolégicos e de hibridizacao do DNA do HPV "',
Morrison et al.® demonstraram que a infeccdo é mais fre-
qiente apdés 12 semanas de gestacdo. Chang-Claude et
al?, estudando 108 gestantes com uso de hibridizacao do
DNA-HPYV, encontraram positividade para DNA-HPV em 4
(7,7%) de 52 gestantes no primeiro trimestre, em 2 (2%) de
101 no segundo trimestre, em 7 (5,8%) de 121 no terceiro
trimestre, observando um pequeno decréscimo na de-
teccao do HPV do primeiro para o terceiro trimestre.
Nossos resultados concordam com aqueles apresentados
por Chang-Claude et al.? e discordam com os de Morrison
et al. °, mostrando que os sinais citolégicos de infeccao pe-
lo HPV foram mais prevalentes nas gestantes que estavam
na primeira metade da gestacgao (75,6% versus 24,4%). En-
tretanto ndo se encontrou diferenca estatistica significativa
(p=0,4055) nos dois grupos estudados. Todavia, é necessa-
rio ressaltar que hd uma maior expressao clinica e subcli-
nica da infeccao com o evoluir da gravidez devido a uma
diminuicao do sistema de defesa imunolégico por causa
dos altos niveis de estrégenos e progesterona que podem
interferir no sistema regulatério da replicacao viral ***.
Outros autores também nao encontraram diferenca em re-
lacdo ao periodo da gestacdo em que seria mais prevalen-
te a infeccao por HPV. Estudo envolvendo 93 gestantes
com sinais citolégicos de infeccao por HPV nao relatou di-
ferenca estatistica na prevaléncia de alteracoes citomorfo-
légicas de infeccao pelo HPV na citologia entre a primeira
e a segunda metade da gestacao™.

Em relacdo ao numero de gestacoes, nossos resultados
mostraram uma diminuicao da prevaléncia da infecgao pe-
lo HPV com a maior paridade, estando de acordo com da-
dos descritos na literatura®'*". No entanto, divergem dos
descritos por Gopalkrishina et al.®, que demonstraram uma
maior prevaléncia na infeccao pelo virus com o aumento do
ntmero de gravidez (na India) e justificaram pelo inicio
precoce da vida reprodutiva, pela multiparidade com curto
intervalo entre os partos. Isto, segundo os autores, poderia
facilitar a replicagdo do virus com maior freqiiéncia e, con-
seqientemente, perpetuar a infeccgao.
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A presenca de co-infeccoes genital, transmitida sexual-
mente ou nao, pode ser de importancia para o aparecimen-
to dos condilomas genitais, devido provavelmente a um
aumento da umidade e da secrecao vaginal. Como a in-
feccdo genital pelo Papilomavirus é uma doenca de trans-
missao sexual, interage de alguma maneira com as demais
afecgdes que apresentam a mesma via de transmissao, po-
rém esta interacao ainda é assunto em pesquisa, com es-
cassez de trabalhos conclusivos* ™.

A literatura mostra que a gestacdo gera um desequilibrio
na microbiota vaginal, favorecendo o desenvolvimento
tanto do HPV quanto de outros agentes infecciosos. Luce-
na et al.?, estudando secrec¢oes vaginais de mulheres gra-
vidas, observaram uma prevaléncia de 41,8% de infeccao
por fungos. Outro estudo mostrou que 34,2% e 14,7% das
mulheres do grupo controle apresentaram Candida sp. e
Gardnerella vaginalis, respectivamente, nos exames citol6-
gicos, ao passo que no grupo adolescente com HPV, a por-
centagem foi de 15,6 e 22,4% '*. Murta et al."', baseados na
presenca de Gardnerella vaginalis em exames citolégicos
de gravidas, mostraram uma prevaléncia de 12,4% nas
mulheres sem infeccao por HPV contra 21,6% das que
apresentaram infeccao por HPV, ressaltando que o achado
de Gardnerella vaginalis é mais prevalente nas gestantes
com infeccao pelo HPV na segunda metade da gestacao.
Relacionando-se somente os agentes de importancia en-
contrados na microbiota vaginal (Figura 2), verificou-se
nao existir diferenca quando da gestante com a presenca
ou auséncia de efeito citopdtico para HPV infestada por
Gardnerella vaginalis. Observou-se, no entanto, signifi-
cante aumento de Trichomonas vaginalis em gestantes com
efeito citopatico para HPV e, por outro lado, significante
reducao de Candida sp. nessas gestantes. Dentre os agen-
tes microbiolégicos de importancia comumente encontra-
dos, Gardnerella vaginalis foi o que apresentou maior pre-
valéncia, tanto no grupo das gestantes com efeito citopati-
co para HPV (26,8%) quanto no grupo sem efeito citopati-
co para HPV (28,0%), sendo que quando avaliada a pre-
senca desta bactéria em gestantes com mais de 20 semanas
de gestacao e com efeito citopatico compativel para HPV,
verificou-se que existe significativa diferenca (p=0,0008).
Estes dados merecem investigacao para a melhor compre-
ensao da fisiopatologia da infeccao por HPV, pois se ha
uma interacao sinérgica entre a infeccao pelo HPV e a pre-
senca de Gardnerella vaginalis s6 podera ser estabelecida
através de novas pesquisas ' > %,

Deseja-se ressaltar que os achados microbiolégicos foram
baseados no método de Papanicolaou que, além de ser uti-
lizado na triagem para a deteccao do cancer cervical, tem
sido utilizado para o diagnéstico de doencas sexualmente
transmissiveis, apresentando conforme resultados de al-
guns autores, uma elevada especificidade e uma limitada
sensibilidade como método de triagem para a deteccao de
algumas infecgdes na populacao feminina, sendo necessé-
ria a utilizagdo de testes diagndsticos mais sensiveis como
cultura e biologia molecular para ratificar os resultados
apresentados na literatura.
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Dessa forma, o esfregaco cérvico-vaginal vem sendo utili-
zado como um instrumento que identifica mulheres pro-
pensas a doenca pré-maligna e com alto risco para cancer
cervical; no entanto, tem-se mostrado eficiente nao somen-
te na prevencao, mas também no diagnéstico do HPV, ja
que estudos evidenciaram tipos especificos na génese de
neoplasia genital.

Neste trabalho realizado com gestantes, a maioria das va-
ridveis se mostrou associada a infeccao genital pelo HPV,
estando em acordo com achados de outros estudos da lite-
ratura j& mencionados; porém ainda héd uma escassez de
informacodes sobre a histéria obstétrica e a infeccao pelo
HPYV, merecendo, portanto, aprofundamento dos profissio-
nais da area no presente tema.

REFERENCIAS

e

. BELDA Jr.,W. Doengas sexualmente transmissiveis. Sdo Paulo: Atheneu, 1999.
. CHANG-CLAUDE, J.; SCHNEIDER, A.; SMITH, E. et al. Longitudinal study of

N

the effects of pregnancy and other factor on detection of HPV. Gynecologic
Oncology, 60: 355-362, 1996.
3. CORREA, M.D. Nogdes praticas de obstetricia. 12ed. Rio de Janeiro: Medsi, 1999.
4.1 Consenso Brasileiro de HPV (Papilomavirus humano). Sao Paulo: BG Cultura, 2000.
5. FIFE, K.H.; KATZ, B.P.; ROUSH, J. et al. Cancer associated human papillo-
mavirus types are selectively increased in the cervix of women in the first tri-
mester of pregnancy. American Journal of Obstetrics and Gynecology, 174:
1487-1493, 1996.
. GOPALKRISHNA, V.; MURTHY, N.S.; SHARMA, J.K. et al. Increased human

o

papillomavirus infection with the increasing number of pregnancies in Indian
women. Journal of Infectious Diseases, 75: 75-78, 1995.

7. JORDAO, A.V;; RUGGER, L. S.; CHIUCHETA, G.I.R. et al. Importancia da apli-
cacao de critérios morfolégicos ndo classicos para o diagnéstico citolégico
de papilomavirus humano. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Labora-
torial, 3(1): 81-89, 2003.

8. LUCENA, A.L.M.; BARBOSA, R.C.C. Incidéncia de Trichomonas vaginalis,
Gardnerella vaginalis e fungos, em secre¢cées vaginais de mulheres gravidas.
Newslab, n. 44, p. 208-214, 1999.

9. MORRISON, E.A .B; GAMMON, M.D; GOLDGERG, G.L. et al. Pregnancy and
cervical infection with human papillomaviruses. International Journal of
Gynaecology and Obstetrics, 54: 125-130, 1996.

10. MURTA, E.F.C; SOUZA, M.A.H.; ADAD, S.J. et al. Influéncia da idade maternal,

do periodo gestacional e do nimero de gestagdes na infeccédo pelo papilomavi-
rus humano. Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia, 20(1): 33-35, 1998.

11. MURTA, E.F.C; SOUZA, M.A.H.; ADAD, S.J. et al. Infeccao pelo papilomavi-
rus humano durante a gravidez: relagdo com achados citolégicos. Revista
Brasileira de Ginecologia e Obstetricia, 23(6): 377-381, 2001.

12. MURTA, E.F.C; SOUZA, M.A.H.; ADAD, S.J. et al. Infeccao pelo papilomavi-
rus humano em adolescentes: relagdo com o método anticoncepcional,
gravidez, fumo e achados citoldgicos. Revista Brasileira de Ginecologia e
Obstetricia, 23(4):217-221,2001.

13. NONNENMACHER, B.; BREITENBACH, V,; VILLA, L.L. et al. Identificagéo

do papilomavirus humano por biologia molecular em mulheres assintomati-

RBAC, vol. 40(1): 43-47, 2008

cas. Revista de Saude Publica, 36(3): 95-100, 2002.

14. NORONHA, V.; MELO, W; VILA, L. et al. Papilomavirus humano associado a
lesdes de cérvice uterina. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tro-
pical, 32(3): 235-240, 1999.

15. Papilomavirus humano e cancer do colo do Utero. Disponivel: http://www.vi-
rushpv.com.br/diagnostico.asp. [Capturado em 17 de janeiro de 2004].

16. PINTO, A P; TULIO, S.; CRUZ, O.R. Co-fatores do HPV na oncogénese cer-
vical. Revista da Associacdo Médica Brasileira, 48(1): 73-78, 2002.

17. PISANI, P; PARKIN, D.M.; BRAY, F. et al. Estimates of the Wordwide Morta-
lity from 25 cancers in 1990. International Journal of Cancer, 83: 18-29, 1999.

18. PISANI, P.;; BRAY, F.; PARKIN, D.M. Estimates of the Worldwide prevalence
of cancer of 25 sites in the adult population. International Journal of Cancer,
97: 72-81, 2002.

19. RUSSOMANO, FA. infeccao pelo hpv. Disponivel:
http://www.igb.com.br/medhojemulher/pags/fabiorussomano.htm. [Captu-
rado em 17 de janeiro de 2004]

20. SCHNEIDER, A; MEINHARDT, G.; DE-VILLIERS, EM. et al. Sensitivity of the
cytologic diagnosis of cervical condyloma in comparison with HPV-DNA
hybridization studies. Diagnostic Cytopathology, 3: 250-255, 1987.

21. SILVA FILHO, A .M.; LONGATTO FILHO, Colo uterino e vagina: processos
inflamatoérios. Rio de Janeiro: Revinter, 2000.

22. SILVA, E.D.C.; SMANIOTO, R.; CAMPOS, S.F. et al. Papilomavirus humano.
Revista Brasileira de Andlises Clinicas, 36(3): 137-142, 2004.

23. TENTI, P; ZAPPATORE, N.; MIGLIORA, P. et al. Perinatal transmission of hu-
man papillomavirus from gravidas with latent infections. Obstetrics and Gi-
necology, 93(4): 475-479, 1999.

24. YOST, N.P; SANTOSO, J.; MCINTIRE, D.D.et al. Postpartum regression ra-
tes of antepartum cervical intraepithelial Neoplasia Il and lll lesions. Obste-

trics and Ginecology, 93(3): 359-362, 1999.

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
Prof. Luiz Mario da Silva Silveira

Dep. Farmacia UFMA

Rua 02 Qd 05 C 05, Residencial Itaguara Il, Cohatrac
CEP. 65050-100 S. Luis - MA

47



PREMIO HOTSOFT INFORMATICA
REGULAMENTO

1 - DO PREMIO
1) O “Prémio Hotsoft Informatica” - € promovido pela Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, com
0 patrocinio da Hotsoft Informatica Ltda;
2) O Prémio sera no valor de R$ 3.000,00, além de diploma alusivo;
3) O Prémio sera entregue na solenidade programada pela SBAC, nos Congressos Brasileiros de
Analises Clinicas.

1l - DOS OBJETIVOS
O “Prémio Hotsoft Informatica” tem por objetivos;
1) Estimular o desenvolvimento de solugbes que atendam as necessidades dos Laboratérios de
Andlises Clinicas em qualquer de suas especialidades na area de informatica; e
2) Premiar o melhor Programa (Software) inscrito e apresentado no Congresso Brasileiro de Analises
Clinicas.

1l - DA PARTICIPACAD

1) Poderao concorrer ao Prémio, todos os Programas (Softwares) inscritos e apresentados no
Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas;

2) Para concorrer ao Prémio Hotsoft Informatica, os autores deverdo remeter a Secretaria da SBAC,
até 30 dias antes do Congresso, 05 (cinco) copias do programa original completo em disquete ou
CD, com o seu respectivo manual de utilizagéo;
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O Exame do Sémen na Infertilidade Masculina:
V- Exame Microbiolégico

The microbiological examination of the sémen to evaluate male infertility
Fernando Tadeu Andrade-Rocha

RESUMO - Neste artigo, o autor revisa o papel do exame microbiolégico do sémen para avaliar infertilidade masculina. Sao descri-

tos os efeitos negativos de bactérias aerébicas e anaerébicas, micoplasmas, fungos, Trichomonas sp., Chlamydia trachomatis, Gardne-

rella vaginalis e Mobiluncus sp. na qualidade do sémen. A influéncia de leucocitosp.ermia e bacteriospermia também é revisada. Si-

multaneamente, também sao feitas algumas consideracoes sobre metodologias atualmente usadas para investigar estes microrganis-

mos no sémen.

PALAVRAS-CHAVE - Sémen; infertilidade; microbiologia; cultura; anaerdbios; micoplasmas; Chlamydia trachomatis; leucocitospermia;
\bacteriospermia. /

/SUMMARY - In this article, the author reviews the role of the microbiological examination of the semen to evaluate male infertility.
They are described negative effects of aerobic and anaerobic bacteria, mycoplasmas, fungi, Trichomonas sp., Chlamydia trachomatis,
Gardnerella vaginalis and Mobiluncus sp. on the semen quality. Influence of leukocytosp.ermia, and bacteriosp.ermia are also revie-
wed. Simultaneously, they are also made some considerations about methodologies currently used to investigate these microorga-
nisms on sémen.

KEYWORDS - semen; infertility; microbiology; culture; anaerobes; mycoplasmas; Chlamydia trachomatis; leukocytosp.ermia; bacteri-

osp.ermia.

/

INTRODUGAO

nfertilidade masculina é um distturbio que afeta um gran-

de numero de individuos em todo o mundo e, com fre-
qliéncia, o laboratério de andlises clinicas é requisitado por
especialistas, para auxiliar na sua investigacao. O exame
do sémen (espermograma) é o principal exame solicitado
nesta investigacao.
Em publica¢des prévias sobre o assunto, (2,3,5,6,7,8) este
autor abordou diversos aspectos clinicos e laboratoriais do
espermograma, na investigacao de infertilidade masculina.
Foram revisadas as metodologias usadas no exame, a inter-
pretacao dos resultados e sua importancia para o diagnoés-
tico. No presente trabalho, o objetivo é continuar esta abor-
dagem, dando énfase ao exame microbiolégico do sémen.
O autor faz varias consideracoes sobre microrganismos de-
tectados no sémen, sua relacdo com processos infecciosos
e sua influéncia na capacidade reprodutiva do homem. O
autor também faz algumas consideragoes sobre metodolo-
gias empregadas nesta andlise.

CONSIDERAGOES PRELIMINARES

Para a analise microbiolégica do sémen, trés fatores sdo
bésicos para se obter resultados satisfatérios e de valor cli-
nico: 1- a sintomatologia do paciente; 2- a presenca de bac-
térias no sémen (bacteriospermia); 3- o aumento de leucé6-
citos no sémen (leucocitospermia). Considerando que, na
préatica laboratorial, poucos pacientes procuram o laborato6-
rio com uma sintomatologia bem definida de infeccao ge-
nital, os processos infecciosos detectados no exame do sé-
men, geralmente sao de pacientes que se submetem a um
exame de rotina, principalmente, para investigacao de in-
fertilidade masculina, ou seja, sao assintoméaticos. Neste
caso, o exame detecta leucocitospermia, que nao &, a prin-
cipio, indicativa de infeccdo genital, como se explica adi-
ante. Em contraste, muitas vezes o exame nao apresenta
bacteriospermia, (cuja pesquisa nao é efetuada de rotina
na maioria dos laboratérios), o que dificulta o diagnéstico.

Desta forma, é muito dificil caracterizar uma associacao
entre sintomatologia, leucocitospermia e bacteriospermia,
quando o paciente faz um espermograma e sao varios os
motivos, como segue:

1. Diversos microrganismos colonizam a uretra masculina
em condicoes normais, sem causar infecgoes. Sao conside-
rados contaminantes (22,63).

2. As vezes, algumas bactérias residentes na uretra se pro-
liferam em quantidade, tornando-se potencialmente pato-
génicas. Neste caso, desenvolvem infec¢ao tempordria (69).
3. Em muitos exames, a bacteriospermia é intensa, mas nao
se associa com uma sintomatologia definida ou com leuco-
citospermia (71).

4. Alguns pacientes sdao assintomaticos, mas o exame de-
tecta uma leucocitospermia acentuada. Este quadro é co-
nhecido como infeccao silenciosa (64).

5. As vezes, 0 paciente apresenta sintomas, com ou sem
leucocitosp.ermia e/ou bacteriospermia. Isso acontece com
alguns tipos de prostatites (36).

6. Alguns exames apresentam uma elevada proliferacao de
bactérias anaerdbicas, que sao potencialmente patogénicas e
podem desenvolver um processo infeccioso (27). Geralmen-
te, as infeccoes causadas por estas bactérias nao sao investi-
gadas clinicamente, ou na rotina microbiol6gica do sémen.
7. O plasma seminal contém varias substancias com propri-
edades antimicrobianas, que funcionam como uma barrei-
ra a proliferacdo bacteriana (37).

8. Também se observa com freqiiéncia alteracbes em mar-
cadores da préstata e das vesiculas seminais (21). Entretan-
to, estas alteracoes sao desconsideradas clinicamente, em-
bora possam ajudar na localizacdo do sitio da infeccéo.
Ressalta-se que muitos laboratérios ndo pesquisam marca-
dores bioquimicos glandulares de rotina, apesar de serem
luteis para o diagnéstico (10).

Como se observa, dificilmente se caracteriza uma asso-
ciacao bem definida entre sintomatologia, leucocitosper-
mia e bacteriosp.ermia na maioria dos exames, o que mui-
tas vezes dificulta o diagnéstico.
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CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE MICRORGANISMOS
DETECTADOS NO SEMEN

O isolamento de bactérias e outros microrganismos no sé-
men variam entre 10 e 100% das amostras analisadas, de-
pendendo da populacao estudada (61). A prevaléncia das
espécies também é varidvel, pois hé varios fatores que afe-
tam o isolamento destes microrganismos, como segue:

e As populacodes avaliadas em estudos prévios foram hete-
rogéneas (homens férteis, inférteis, com uretrite, prostatite,
etc.) e os resultados bem variados (46);

e Varios estudos ndo usaram procedimentos, para evitar a
contaminacdo do sémen pela flora bacteriana uretral du-
rante a colheita, o que aumenta a freqiiéncia bacteriana da
amostra analisada (14);

e As investigacoes reportadas previamente, de um modo
geral, ndao pesquisaram todos os microrganismos que po-
dem ser detectados no sémen.

Desta forma, praticamente nao hd uma informacao bem
definida, sobre a prevaléncia de microrganismos no sémen
e seu papel etiolégico em infecc¢des genitais. Sdo apenas
informacoes isoladas, muitas vezes conflitantes e, geral-
mente, de pouco valor clinico. Consultando as informacdes
disp.oniveis, resume-se, que os seguintes microrganismos
podem ser detectados no sémen (veja Tabela I):

TABELA |
Microrganismos comensais e potencialmente patogéni-
cos que podem ser detectados no sémen

Bactérias aerdbicas Bactérias anaerébicas e Fungos Outros microrganismos
facultativas
Staphylococcus aureus Peptococcus sp.. Candida albicans Mycoplasma genitalium
i Pepi sp.. Candida krusei Mycoplasma hominis
prophyti L illus sp.. Candida tropicalis Ureaplasma urealyticum
Enterococcus faecalis Cor ium sp.. is glabrata Cl
Streptococcus sp. Eubacterium sp.. Rhodotorula sp.. Trichomonas sp..
Er i sp. ifi ium sp..

Pseudomonas sp. Propionibacterium sp..

Bacillus sp..

Clostridium sp..

Neisseria sp..

Neisseria gonorrhoeae

Veillonella sp..

Acinetobacter s.p

Actinomyces sp..

Bacteroides sp..

Fusobacterium sp..

Gardnerella sp..

Mobiluncus sp..

Bactérias aer6bicas gram positivas

Sao as bactérias mais comuns, predominando os cocos gram
positivos (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus sa-
prophyticus, Staphylococcus aureus e Enterococcus faeca-
lis) (71). Em pacientes assintomaticos, a colonizagdo destas
bactérias ocorre na glande, uretra proximal e uretra distal
(22,81,98). O isolamento varia entre 10% e 100% das amos-
tras e geralmente ocorre em baixas concentragoes (<10*
unidades formadoras de colénias/ml — ufc/ml). Estas carac-
teristicas indicam, que sao bactérias residentes da uretra e
podem ser carreadas pelo sémen durante a ejaculacao. Por-
tanto, seu isolamento no liquido seminal nédo é indicativo de
infeccao genital e ocorre com freqiiéncia em homens assin-
tomaticos. Por outro lado, o isolamento em concentracoes
>10* ufc/ml é raro e sugestivo de infecc¢do genital.
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Bactérias aer6bicas gram negativas

Sua freqtiéncia é menor que 10% (46) e raramente sdo iso-
ladas em homens assintoméaticos. Portanto, sua presenca
no sémen é sugestiva de infeccao genital. Escherichia coli
€ a bactéria mais comum, mas sao também detectados Pro-
teus sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp. e raramente a
Pseudomonas sp.. Estas bactérias geralmente afetam a mo-
tilidade espermética (40).

Bactérias anaerodbicas

A presenca de bactérias anaerébicas no sémen € conhecida
hé muito tempo, mas, pouca atencao é dada a seu isolamen-
to e sua etiologia em infecgoes genitais. Rotineiramente iso-
lam-se Peptococcus sp. e Peptostreptococcus sp., Eubacteri-
um sp., Bacteroides sp., Fusobacterium sp. e com menor fre-
qiéncia Corynebacterium sp. (27,43). Este isolamento ocor-
re em individuos assintomaticos (98), com uretrite, prostati-
te, prostato-vesiculites e balanitis (74). De um modo geral,
as bactérias anaer6bicas sdo habitantes naturais da uretra,
mas sao potencialmente patogénicas. Desta forma, em al-
gumas circunstancias desenvolvem um processo infeccioso,
geralmente de natureza polimicrobiana. Assim é comum o
isolamento de diferentes bactérias anaerébicas (as vezes 5
ou mais bactérias) na mesma amostra seminal.

No trato genital feminino é bem definida, a associacao des-
tas bactérias com infecg¢oes ginecoldgicas e obstétricas gra-
ves, vaginite e vaginose bacteriana (15,53,54). Contrastan-
do com seu alto poder infectante, estes microrganismos
também sao isolados em mulheres normais (54).

Além das espécies citadas acima, também se isolam de ro-
tina no exame microbioldgico do sémen Lactobacillus sp.,
Veillonella sp., Propionibacterium sp. e Bifidobacterium
sp.. Por outro lado, raramente sao isoladas Actynomyces
sp. e Clostridium sp., Neisseria sp. (incluindo a Neisseria
gonorrhoeae) e algumas bactérias ndo convencionais tais
como Rubrivanex sp., Burkholdena sp. e Streptococcus
pneumoniae (43). Ressalta-se que, em um estudo anterior
(42), observou-se a aderéncia de bactérias anaerébicas em
células do epitélio uretral presentes no ejaculado. Desta
forma, suspeita-se que o sémen pode ser um veiculo de
transmissao destes microrganismos para o trato genital fe-
minino, causando a vaginose bacteriana. Tal caracteristica
também foi observada por este autor previamente (2).

Micoplasmas

Micoplasmas sao microrganismos da classe Mollicutes, que
abrange mais de 120 espécies, das quais, seis colonizam o
trato genital masculino (84). Destas, trés sao considerados
clinicamente importantes: Mycoplasma hominis, Myco-
plasma genitalium e Ureaplasma urealyticum. Estas
espécies sdo potencialmente patogénicas e atuam como
agentes etiologicos de infeccdes genitais, inclusive no tra-
to genital feminino.

Micoplasmas sao conhecidos desde o século 19 (65), mas o
primeiro isolamento em seres humanos somente foi repor-
tado em 1937, por Dienes & Edsall (25), que detectaram um
microrganismo com caracteristicas sugestivas de Myco-
plasma hominis em uma mulher com abscesso na glandu-
la de Bartholin. Esta espécie somente foi definitivamente
identificada nos anos 50, ao passo que o Ureaplasma ure-
alyticum e Mycoplasma genitalium foram descobertos nas
décadas de 50 e 80, respectivamente.

Resume-se a importancia clinica das esp.écies de mico-
plasmas no trato genital masculino como segue:
Mycoplamas hominis — No homem é descrito como comen-
sal, por ser freqiientemente isolado em individuos assinto-
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maticos (84). Porém, também é um agente etiol6gico de ure-
trite ndo gonocécica, balanopostites e prostatites e de vagi-
nose bacteriana, doenca inflamatéria pélvica, septicemia
pos-parto, ruptura de membranas e corioamnionites em mu-
lheres (87). Partos prematuros e problemas neonatais tam-
bém sdo comuns, quando a mae é portadora deste microrga-
nismo (12,35). Recentes evidéncias também indicam que o
Mycoplasma hominis pode se fixar e penetrar nos esperma-
tozéides, afetando a capacidade de fertilizacao (23).
Mycoplasma genitalium - Este microrganismo foi isolado
pela primeira vez na década de 80 (89), mas sua acdo como
patégeno genital é pouco conhecida, por ser dificil seu iso-
lamento através de cultura. Sabe-se que o Mycoplasma ge-
nitalium causa uretrite ndo gonocécica e Chlamydia tracho-
matis negativa, aguda e provavelmente cronica (85), supos-
tamente tao freqliiente quanto as uretrites por Chlamydia
trachomatis e caracterizada por uma forte resposta inflama-
téria. Também € isolado em uretrites recorrentes resistentes
a tratamento (41) e em homens assintomaticos (prevaléncia
de 0,8% a 9,1%) (104). Apesar de sua presenca ha uretra,
raramente é detectado no sémen (menos de 1% das amos-
tras), embora se suspeita que se envolva com epididimites e
prostatites aguda e cronica (72). Na mulher, foi observada
sua associacao com uretrites, cervicites (inclusive muco-pu-
rulenta), endometrite, e salpingites (86). Em contraste com
o Mycoplasma hominis, raramente é detectado em mulhe-
res com vaginose bacteriana (59). Mycoplasma genitalium
também pode se fixar nos espermatozéides e serem trans-
mitidos para o trato genital feminino (83), provavelmente
prejudicando a fertilizacao

Ureaplasma urealyticum — E o menor microrganismo vivo
conhecido. Sua prevaléncia no trato genital masculino varia
entre 30 e 85% (82) e seu isolamento no sémen, entre 7% e
42% (61). H& 14 sorotipos de Ureaplasma urealyticum co-
nhecidos, classificados por andlise filogenética em 2 bio-
vars, o biovar 1 ou Parvum Biovar que abrange os sorotipos
1,3,6 e 14 e o biovar 2, ou biovar T960, que inclui os demais
(70). Evidéncias mais recentes indicam que estes biovars
seriam 2 esp.écies distintas, o Ureaplasma parvum (Biovar
1) e o Ureaplasma urealyticum (Biovar 2) (48). Suspeita-se,
que alguns sorotipos se associam com doencas, enquanto
que outros nao apresentam esta caracteristica. Pelo fato de
ser desprovido de membrana celular e de reduzido tama-
nho, o Ureaplasma urealyticum se adere facilmente aos
espermatozoéides, particularmente na peca intermedidria e
no flagelo. Esta aderéncia promove uma peroxidacao lipidi-
ca, que reduz a fluidez da membrana espermética, aumen-
tando a quantidade de radicais livres no sémen (estresse
oxidativo) (68) e provoca um enrolamento do flagelo (“coil
tail") (66). Estes disturbios prejudicam a motilidade esper-
maética e a capacidade de fertilizacao. As vezes, o Ureaplas-
ma urealyticum também induz a formacdo de anticorpos
antiesp.ermatozéides (79), apoptose (morte celular progra-
mada) anormal e fragmentacao do DNA (102), afetando o
desenvolvimento do embrido, ap6s a fertilizacao. Por causa
destes efeitos, constantemente se associa o Ureaplasma
urealyticum com infertilidade masculina, embora nao haja
um consenso sobre esta associacao.

Sao muitas as dificuldades para estabelecer a patogenici-
dade do Ureaplasma urealyticum, a qual pode estar vincu-
lada a determinados sorotipos, mas poucos avanc¢os foram
obtidos nesta area. Na pratica clinica, relatos demonstra-
ram que o Ureaplasma urealyticum causa epididimites,
prostatites (cuja prevaléncia é alta) e uretrite ndo gonocé-
cica (84). Entretanto, este microrganismo é muito isolado
em homens assintomaticos, o que dificulta sua caracteri-
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zacdo como agente etiolégico de infecc¢des genitais (82).
Curiosamente, parece que o Ureaplasma Urealyticum nao
se associa com leucocitospermia, mesmo em pacientes sin-
tomaéticos (68). Esta caracteristica também foi observada
por este autor em estudos feitos anteriormente, com se-
crecoes uretrais (1) e semens (9).

Na mulher foi relatado o envolvimento de Ureaplasma ure-
alyticum com infeccoes genitais, patologias obstétricas,
nascimento prematuro e infec¢oes neonatais (44).

Vérios métodos sdo avalidveis para o diagnostico laborato-
rial de micoplasmas usando meios de cultura seletivos e
técnicas de biologia molecular (PCR). Como estes microrga-
nismos sdo extremamente sensiveis a condig¢oes adversas,
as amostras devem ser inoculadas imediatamente, ou em
meios de transporte apropriados (A3b, por exemplo). Para
o0 Mycoplasma hominis e o Ureaplasma urealyticum, alguns
meios liquidos (caldos U10, MLA, B broth) e sélidos (A7) sao
usados. Técnicas de biologia molecular sao recomendadas
para detectar Mycoplasma genitalium, mas, também po-
dem ser usadas para o Mycoplasma hominis e para o Urea-
plasma urealyticum e o Ureaplasma parvum (1095).

Chlamydia trachomatis

A Chlamydia trachomatis é um significante agente etiol6gi-
co de doencas sexualmente transmissiveis, que causa cerca
de 90 milhoes de novos casos por ano em todo o mundo
(30). No Brasil nao ha dados disponiveis, mas sabe-se que a
incidéncia deste patégeno também é bastante elevada.
Infeccoes por Chlamydia trachomatis desenvolvem-se a
partir da fixacao de corpos elementares (EB) metabolica-
mente inertes do patégeno, em células epiteliais da uretra
formando uma inclusdo (vacuiolo). Nesta inclusao, os cor-
pos elementares se diferenciam em corpusculo reticulado
(RB), a forma ativa do patégeno, que prolifera e desenvol-
ve a infecgdo. Simultaneamente, os corpusculos reticulados
se diferenciam em novos corpos elementares, que se rom-
pem e infectam outras células, reiniciando o ciclo (19). A
Chlamydia trachomatis causa inflamacao aguda na uretra,
geralmente caracterizada por corrimento intenso, resultan-
te de uma forte resposta inflamatéria, que, de um modo ge-
ral, é facilmente tratada com antibiéticos.

Por sua capacidade de disseminacao dentro do trato geni-
tal masculino, a Chlamydia trachomatis também pode co-
lonizar a préstata, as vesiculas seminais e os epididimos,
onde também desenvolve infec¢des agudas e cronicas (95).
Entretanto, seu papel etioldégico em infecgdes nestes
6rgaos nao é bem definido. Sabe-se apenas que estas in-
fecgoes as vezes causam oclusdes nos ductos excretores,
danos na esp.ermatogénese e respostas imunolégicas com
a producéao de anticorpos antiespermatozéides (31), afetan-
do a capacidade reprodutiva do homem.

A Chlamydia trachomatis é facilmente detectada em swabs
uretrais e na urina, mas é pouco demonstravel em outras
secrecOoes genitais masculinas. Igualmente observou-se,
que a presenca de anticorpos séricos ou seminais anti-
Chlamydia nao sao indicativos de uma infeccao corrente,
pois também sao detectados em homens assintomadticos ou
sem uma resposta inflamatoéria bem definida (56).
Basicamente, ha o seguinte consenso sobre o papel etiol6-
gico da Chlamydia trachomatis em infecc¢oes genitais mas-
culinas e sobre sua influéncia na capacidade reprodutiva
do homem (28,31,67,97): 1- O patégeno € bem caracteriza-
do em uretrites e epididimites; 2- Nos epididimos as vezes
provoca uma estenose parcial ou total destes 6rgaos e dos
ductos ejaculatérios, que comprometem dramaticamente a
fertilidade masculina. Em alguns casos, resultam em azo-
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ospermia; 3- Dependendo da resposta imune ao patégeno,
formam-se anticorpos antiespermatozéides, os quais tam-
bém afetam a fertilidade masculina; 4- Por seu suposto en-
volvimento com prostatites crénicas, suspeita-se que a
Chlamydia trachomatis cause diversas anormalidades se-
minais, tais como hipospermia, baixos niveis de frutose e
de marcadores bioquimicos da préstata, edema, dilatagcao
das vesiculas seminais, dos ductos ejaculatérios e do plexo
venoso periprostatico, além de calcifica¢oes intraprostati-
cas. Estas anormalidades afetam a atividade secretora
glandular e a qualidade do sémen. 5- Também hd evidén-
cias que a Chlamydia trachomatis aumenta a apoptose das
células germinais imaturas, afetando a producao de esp.er-
matozéides. Um lipopolissacarideo presente em sua estru-
tura seria o resp.onséavel por este fenémeno. 6- Outras evi-
déncias indicam que a resposta imune as infeccdes por
Chlamydia trachomatis promove peroxidacao lipidica da
membrana espermaética, aumentando a producédo de radi-
cais livres, os quais também afetam a fertilidade masculi-
na. 7- Por outro lado, este patégeno pode ser detectado em
70 a 80% de mulheres e 50% de homens assintomaticos, o
que também é uma grande preocupacao para epidemiolo-
gistas, por causa de sua transmissao sexual para parceiros
nao infectados.

Considerando a importancia clinica e epidemiolégica da
Chlamydia trachomatis no trato genital masculino, deve-se
enfatizar que este patégeno tem a capacidade de usar os
esp.ermatozéides como veiculo de transmissao para o trato
genital feminino, durante a ejaculacao (93). Apesar da tra-
vessia da acidez vaginal ser nociva a sua sobrevivéncia, a
Chlamydia trachomatis prolifera com facilidade, quando
alcanca o muco cervical e, por sua capacidade ascendente,
também coloniza as partes superiores do trato genital femi-
nino, causando doenca inflamatoéria pélvica, infertilidade,
e gravidez tubdria (80). Esta é a principal preocupacao de
especialistas em reproducdo humana, em relacao a
Chlamydia trachomatis.

Resumindo, susp.eita-se que a Chlamydia trachomatis afete
a fertilidade masculina, embora isto nao seja ainda bem de-
finido. Clinicamente, sua importancia para casais inférteis,
diz respeito, principalmente, aos danos que este patégeno
causa no trato genital feminino. Sua deteccgéo é efetuada por
técnicas de cultura celular, imunofluorescéncia, enzimaimu-
noensaio, sendo os métodos por biologia molecular, particu-
larmente os testes por amplificacao de acidos nucléicos, os
mais sensiveis para deteccdo deste patégeno (77).

Fungos

A presenca de fungos no sémen é pouco reportada na lite-
ratura, embora estes microrganismos sejam frequentes,
principalmente, no trato genital feminino. De fato, a mulher
apresenta uma tendéncia para adquirir candidiase com fa-
cilidade, mas, apesar de sua transmissao sexual, raramente
se isola Candida albicans no sémen (incidéncia menor que
4%) (62), mesmo sendo este microrganismo muito comum
em balanopostites (60). A Candida albicans é o fungo de
maior prevaléncia, mas outras espécies também sdao detec-
tadas, tais como a Candida glabrata, Candida tropicalis e
Candida Krusei (52). O presente autor também ja isolou
Rhodotorula sp. em uma amostra seminal de um paciente
infértil (dados nao publicados), apesar deste fungo ser pre-
dominantemente detectado em semens de animais (26).

A influéncia de fungos na qualidade do sémen é pouco co-
nhecida. Ha evidéncias que prejudicam a motilidade
espermaética (57) e causam fragmentacao do DNA e apop-
tose anormal (16). Estes distturbios afetam a capacidade de
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fertilizacao, principalmente, em reproducao assistida. Uma
vez presente no sémen, se transmitem sexualmente para a
mulher e desenvolvem infeccoes, também prejudicando
sua capacidade reprodutora.

Trichomonas sp.

A presenca de Trichomonas sp. no trato reprodutor mascu-
lino é documentada na literatura, incluindo sua deteccao
no sémen. Sua freqiiéncia é estimada em 4%, para homens
assintomadticos e até 58%, em pacientes com alto risco pa-
ra a infeccao (33). Trichomonas sp. causa orqui-epididimi-
tes, prostatites e uretrites, mas sua influéncia na qualidade
do sémen é pouca conhecida. H4 evidéncias que este mi-
crorganismo reduz a motilidade e a vitalidade espermatica,
o numero de espermatozéides morfologicamente normais,
o teste hipoosmoético e causam hiperviscosidade seminal,
(33,49) alteracoes que comprometem a fertilidade masculi-
na. Trichomonas sp. também é detectado em pacientes com
prostatites, (61) mas, neste caso, seus efeitos na qualidade
do sémen sao praticamente desconhecidos.

Gardnerella vaginalis

Em associagdo com bactérias anaerébicas, Mobiluncus sp.
e micoplasmas, a Gardnerella vaginalis causa a vaginose
bacteriana, uma infeccao genital muito comum na mulher
em idade reprodutiva. Além de promover mudancas radi-
cais no pH vaginal, a vaginose bacteriana caracteriza-se
por intensa proliferacao bacteriana, desaparecimento da
flora normal da vagina e pela formacao de estruturas celu-
lares conhecidas como células guias (“clue cells"), que sao
células do epitélio vaginal com membrana citoplasmatica
revestida de bactérias, as quais, muitas vezes, também
ocupam seu citoplasma, promovendo uma intensa des-
truicao celular (78).

No homem, também se demonstrou que a Gardnerella va-
ginalis e outros agentes etiol6gicos da vaginose bacteriana
colonizam a uretra e formam células guias (94) desenvol-
vendo a infecgao e re-infectando a mulher pelo contato se-
xual. De fato, estudos prévios demonstraram que o sémen
é um veiculo de transmissao sexual dos agentes etiol6gicos
da vaginose bacteriana (4,17,42,94),.

Se a vaginose bacteriana é uma infeccao genital clinica-
mente bem definida na mulher, quanto a sintomatologia e
agentes etiolégicos, ha poucas informacoes na literatura
sobre a influéncia da Gardnerella vaginalis na fertilidade
masculina. H4 relatos que este microrganismo nao afeta a
qualidade do sémen (42,47). Entretanto, dados do presen-
te autor sugerem uma influéncia negativa sobre a motilida-
de espermética (dados nao publicados). Também se suspei-
ta, que a Gardnerella vaginalis prejudica a implantacao do
embridao em reproducao assistida (99). Entretanto, sao da-
dos ainda pouco conclusivos.

Mobiluncus sp.

Assim como a Gardnerella vaginalis, Mobiluncus sp. tam-
bém participam do conglomerado bacteriano responsavel
pela vaginose bacteriana. Estes microrganismos sao baci-
los anaer6bicos curvos gram negativos, geralmente isola-
dos no trato genital feminino. Duas esp.écies sao esp.ora-
dicamente detectadas no sémen: M. mullieris e M. curtisii
(90). Em pacientes inférteis, o isolamento é inferior a 10%
das amostras seminais (39). Porém, praticamente nao hé in-
formacoes sobre sua influéncia na qualidade do sémen. Por
ser um agente etioldgico da vaginose bacteriana, supoe-se
que também afete negativamente.
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CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE
LEUCOCITOSPERMIA

O aumento de leucécitos no sémen em valores maiores que
1,0x10°ml é uma alteracao seminal conhecida como leuco-
citospermia. Este disturbio geralmente é sugestivo de in-
feccao genital, embora esta nao seja caracterizada em mu-
itas amostras seminais analisadas de rotina. Leucocitosper-
mia, pode se associar com um aumento de bactérias no sé-
men (27,71) e com alteragoes em marcadores bioquimicos
da préstata e das vesiculas seminais (10,21,32,58), o que
ajuda na identificacdo dos agentes etiolégicos e do sitio da
infeccao, respectivamente.

Apesar da leucocitospermia ser um achado comum no exa-
me do sémen, sua influéncia sobre a funcao espermaética é
controversa, sendo este um tema de permanente debate ha
muitas décadas. Isto se demonstra pela grande quantidade
de artigos reportados nos ultimos 30 anos sobre este assun-
to. Apesar de tantas abordagens, ainda sao pouco conheci-
das as causas do aumento de leucécitos no sémen, seus me-
canismos biolégicos e em que casos, especificamente, afe-
tariam a funcdo espermaética, prejudicando a capacidade
reprodutiva do homem. De fato, leucécitos tém um papel
importante no sémen, pois remove espermatozoéides anor-
mais ou degenerados. Também produzem radicais livres,
que em concentracoes normais sao essenciais para a fisiolo-
gia seminal. Por outro lado, o aumento de leucécitos em ni-
veis superiores aqueles descritos pela OMS pode levar a um
estado denominado estresse oxidativo, que se caracteriza
por excessiva producao de radicais livres, o quais prejudi-
cam a reagao acrossdmica (evento essencial para o proces-
so de fertilizacdo) e a integridade do DNA esp.ermatico,
afetando a capacidade de fertilizacao (55,76). Leucoci-
tospermia tem varias etiologias: infec¢des bacterianas (46),
infecgoes virais (50), espermatogénese anormal (13) e fato-
res diversos tais como cigarro, dlcool e drogas de abuso (20).
Muitos estudos encontraram uma relacao entre leucoci-
tospermia e infertilidade (11,29,75,100,103). Entretanto,
outros nao foram capazes de fazé-lo (88,96), ao passo que,
alguns autores identificaram até um efeito positivo da leu-
cocitospermia no sémen (45). Outros estudos mostraram
que o aumento de leucécitos no sémen pode se associar
com uma producao exagerada de anticorpos antiesperma-
tozbides, de radicais livres e com alteragdes nos marcado-
res fisico-quimicos de proéstata e das vesiculas seminais, os
quais afetam a qualidade do sémen (55,101). Na verdade,
o tema é bastante complexo e abrangente e as informacgoes
disponiveis sdo controversas e pouco conclusivas.

Outro aspecto importante da leucocitosp.ermia diz respeito
aos produtos leucocitédrios. Além dos radicais livres, que sdo
produzidos em excesso na leucocitospermia, niveis aumen-
tados de algumas citocinas (interferon gama, fator alfa ne-
crose tumoral) sao detectados no sémen (18) e também cau-
sam efeitos deletérios sobre os espermatozéides, particular-
mente na motilidade espermética. No entanto, a influéncia
destas substancias varia em intensidade e depende das sub-
populacoes leucocitarias presentes, da origem do disturbio e
de sua duracéo. Esta area é ainda pouco pesquisada.

Na rotina de analise do sémen, a maioria das amostras con-
tém concentragdes normais de leucdcitos (<1,0x10%ml). De
um modo geral, granulécitos representam 50 a 60% de to-
dos os leucécitos seminais, macréfagos de 20% a 30% e T-
linfécitos de 2% a 5% (88). Células plasmaticas, B-linféci-
tos e eosinodfilos, raramente sao encontrados. Ressalta-se,
que os métodos usados de rotina para detectar leucécitos
no sémen néo sao capazes de estimar estas sub-populacoes
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leucocitarias, individualmente. Isto somente € possivel com
metodologias que usam anticorpos monoclonais (101).

Se a presenca de leucdcitos no sémen é um fato bem docu-
mentado, mas seus efeitos sobre a qualidade do sémen nao
sao bem definidos, o valor de referéncia atualmente reco-
mendado pela OMS, também é um assunto controverso.
De fato, alguns estudos mostraram que semens com valo-
res >1,0x10%ml também sdo encontrados em pacientes fér-
teis (38). Ao mesmo tempo, quando se estudou pacientes
inférteis, alguns resultados ndo estabeleceram uma relagao
bem definida entre leucocitospermia e infertilidade (88,96).
Apontam-se como as principais causas destas distorcoes,
as diferentes metodologias usadas nos estudos efetuados, a
origem do infiltrado leucocitario, as sub-populacoes leuco-
citdrias presentes, os diferentes mecanismos de ativacao
celular, que variam com a natureza e com as caracteristicas
do processo infeccioso presente e a complexidade dos me-
canismos que regulam a producao de radicais livres pelos
leucécitos e de antioxidantes seminais. Estes fatores indu-
zem a resultados conflitantes e pouco conclusivos. Como se
observa, uma simples contagem de leucécitos no sémen
ndo é suficiente para avaliar todos os fatores envolvidos na
resposta leucocitéria e seus efeitos sobre a funcao esper-
matica. Em adicdo, experimentos com pacientes submeti-
dos a técnicas de reproducao assistida também mostraram,
que os danos sobre os esp.ermatozéides podem ser maiores
in vitro do que in vivo (92). Com base estas observacoes,
conclui-se que ainda persistem inumeras duvidas sobre os
efeitos da leucocitospermia na qualidade do sémen e sua
importancia clinica.

INFLUENCIA DA BACTERIOSPERMIA NA
QUALIDADE DO SEMEN

A presenca de bactérias no sémen também é um fato bem
documentado na literatura, assim como sua influéncia em
caracteristicas espermadticas e na atividade secretora das
glandulas acessérias genitais. H4 inimeros relatos sobre
bactérias aerébicas gram positivas e gram negativas, bac-
térias anaerodbicas, micoplasmas, Chlamydia trachomatis,
Candida sp. e Trichomonas sp. influenciando negativa-
mente na qualidade do sémen. Estes microrganismos sao
isolados predominantemente na uretra, mas também sao
agentes etiolégicos de prostatites, vesiculites, prostato-ve-
siculites, orquites, epididimites e orqui-epididimites, in-
fecgoes que afetam a fertilidade masculina em muitos ca-
sos. De um modo geral, comparagoes entre homens infec-
tados e nao infectados mostraram que a vitalidade e a mo-
tilidade sao os parametros seminais mais afetados (62,73).
Em alguns pacientes, a morfologia espermaética, a integri-
dade da membrana espermatica e a contagem de esp.er-
matozbides também podem ser prejudicadas (34,73,91).
Quando estes processos infecciosos atingem a prostata e as
vesiculas seminais, prejudicam a producéo de fluidos glan-
dulares, o que também causa um impacto negativo sobre
os espermatozéides (24). Ressalta-se, que estes efeitos de-
pendem do tipo de microrganismo presente, do sitio da in-
feccdo, da resposta inflamatéria ao processo e da concen-
tracao bacteriana (valores =10* unidades formadores de co-
lénias (ufc)/ml determinam a provavel patogenicidade des-
tes microrganismos).

PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Como apresentado nesta revisao, varios microrganismos
colonizam o sémen afetando a qualidade dos fluidos semi-
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nais e a funcao espermatica. Apesar de nao ser viavel a in-
vestigacao de todos os microrganismos aqui citados, na ro-
tina laboratorial, pela complexidade de algumas metodolo-
gias empregadas e de seus altos custos, os quais sao ina-
cessiveis para muitos laboratérios, ainda assim € possivel
estabelecer alguns critérios praticos para investigar bacté-
rias e outros microrganismos no sémen, como segue:
Através de uma triagem bacterioscopica

Faz-se esta triagem em esfregagos seminais corados pelo
Gram, que detecta as seguintes estruturas bacterianas:

e Cocos gram positivos — sao indicativos de bactérias ae-
rébicas (Staphylococcus sp. e Streptococcus sp.) e anaero-
bicas (Peptococcus sp. e Peptostreptococcus sp.).

* Bacilos gram positivos — sd@o bactérias anaerdbicas ou
aerobicas facultativas (Corynebacterium sp., Bifidobacteri-
um sp., Eubacterium sp., Propionibacterium sp., Clostridi-
um sp., Lactobacillus sp. e Bacillus sp.).

e Bactérias gram negativas — inclui bactérias aerdbicas
(enterobacteridceas) e anaerébicas (Bacteroides sp. e Fuso-
bacterium sp.).

e Bacilos gram negativos pleomérficos — sao indicativos
de Gardnerella vaginalis. As vezes encontram-se aderidos
as células do epitélio uretral.

e Bacilos curvos gram negativos — Sao raros e indicativos
de Mobiluncus sp.. Algumas vezes Bacteroides sp. também
apresentam esta caracteristica.

e Cocos gram negativos — sugestivos de Veillonella sp..

e Diplococos gram negativos — sugestivos de Neisseria sp.
inclusive Neisseria gonorrhoeae.

e Formas de leveduras — encontrados com freqiiéncia na
forma de hifas, esporos e conidios, com morfologia bastante
variavel. Sao sugestivos de Candida sp. e Rhodotorula sp..
e Trichomonas sp. — raramente sao encontrados.

A freqiiéncia destes microrganismos € bastante variavel.
Na maioria das amostras se detectam raros cocos gram po-
sitivos, mas, outras estruturas morfolégicas também sao
encontradas em maior ou menor freqiiéncia. Por outro la-
do, algumas amostras apresentam uma freqiiéncia bacteri-
ana elevada e, vdrios tipos morfolégicos acima descritos
sao facilmente caracterizados pelo exame bacterioscépico.
Estas informacgoes sao clinicamente relevantes, pois aju-
dam a caracterizar a bacteriospermia e a influéncia destes
microrganismos na fertilidade masculina em muitos casos.
Por isto, devem ser pesquisados e reportadas no exame.
Através do isolamento de microrganismos no sémen

A rotina ideal para o exame microbiolégico do sémen deve
abranger a investigacao de todos os principais agentes eti-
olégicos citados neste trabalho, adequada a disponibilida-
de técnica de cada laboratério. A investigacao de bactérias
aerobicas gram positivas e gram negativas, Candida albi-
cans e micoplasmas € essencial, pois estes microrganismos
sdo os mais comuns na rotina do exame. Outro procedi-
mento importante é a cultura de bactérias anaerobicas,
pois estes microrganismos sao tao comuns quanto as bac-
térias aerdbicas e micoplasmas.

Em muitos exames, isola-se uma flora polimicrobiana cons-
tituida de 2 ou mais microrganismos (na rotina deste autor,
até 7 tipos diferentes de bactérias foram identificadas em
uma Unica amostra), os quais afetam significativamente a
qualidade do sémen. Estas bactérias sao sexualmente
transmissiveis, através do coito e causam vaginites e cervi-
cites, também de etiologia polimicrobiana. Apesar de com-
plexa, a cultura de bactérias anaerobicas pode ser efetua-
da de rotina em qualquer laboratério, em um sistema de
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triagem com meios de cultura especificos (agar sangue,
agar chocolate, CDC, etc). Neste sistema de triagem, faz-
se o isolamento da colonia, que é posteriormente corada
pelo gram para identificar o tipo morfolégico presente. Ca-
da bactéria anaer6bica, gram negativa ou gram positiva,
tem suas caracteristicas morfolégicas bem definidas, que
podem ser facilmente identificadas pelo gram, as quais, na
maioria das vezes, identificam o tipo de bactéria presente,
de forma presuntiva, ao nivel do género, por exemplo, Bac-
teroides sp., Corynebacterium sp., Lactobacillus sp., etc.
Praticamente, todas as bactérias anaerdbicas podem ser
caracterizadas no exame do sémen através deste sistema
de triagem, que pode ser usado em qualquer laboratério.
Para identificacao bacteriana, testes bioquimicos (Sistema
API 20A®) também sao disponiveis.

Em relacdo a outros microrganismos tais como a Neisseria
gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis e Chlamydia tracho-
matis, a investigacao deve ser efetuada nos casos mais
especificos, nos quais se suspeita da sua presenca, pois nao
sao muito freqiientes na rotina do exame. Trichomonas sp.
e Mobiluncus sp. sao muito raros, mas também podem ser
pesquisados de rotina. Micoplasmas também tem procedi-
mentos especificos para identificagcao como descrito em um
topico especifico deste trabalho.

CONCLUSAO

Infertilidade conjugal é um problema que afeta um ntume-
ro cada vez maior de casais em todo o mundo, o que é mo-
tivo de preocupacao, na mesma proporcao, para esp.ecia-
listas em reproducdo humana. Devido a complexidade do
problema, que envolve numerosos fatores etioldgicos no
homem, na mulher e na relacao do casal, hoje se buscam
cada vez mais alternativas de investigacao, de modo a se
obter melhores resultados, pois a infertilidade conjugal en-
volve aspectos pessoais, psicolégicos e sociais, que podem
afetar a vida de um casal. Como laboratoristas, nossa par-
ticipacdo é importante, pois muitos exames fazem parte da
rotina de investigacao de casais inférteis, tais como dosa-
gens hormonais, o espermograma e o exame microbiolégi-
co do sémen. O espermograma tem um papel decisivo nes-
ta investigacdo, pois € um exame que pode dar numerosas
informacdes sobre a atividade funcional dos érgaos geni-
tais masculinos e seus disttrbios.

Previamente, este autor reportou neste periédico, a impor-
tancia da andlise de caracteristicas esperméticas, dos flui-
dos glandulares, da funcao espermatica (testes funcionais)
e da interacao espermatozé6ide-muco cervical (2,3,5,7). Nao
menos importante € o exame microbiol6gico do sémen,
aqui abordado, devido a elevada incidéncia de diferentes
microrganismos, no trato reprodutor masculino. Ha muitas
evidéncias que estes microrganismos afetam a capacidade
reprodutiva do homem e, portanto, devem ser investiga-
dos, embora este procedimento nao faca ainda parte da ro-
tina bésica de investigacdo do casal infértil. No entanto,
um exame microbiolégico mais abrangente, como aborda-
do neste trabalho, pode ser efetuado de rotina, pois ha mu-
itos profissionais capacitados para executd-lo em nossos la-
boratérios. Eles podem estabelecer procedimentos padroes
vidveis para sua rotina, divulga-los dentro de sua comuni-
dade e ajudar muitos casais que enfrentam o drama da in-
fertilidade e a pacientes mais velhos, em relacao a prosta-
tites, segundo a experiéncia deste autor, pois a colonizacao
do sémen por determinados microrganismos é comprova-
damente nociva a fertilidade e a saide masculina.
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Panorama da Hepatite C no estado de Santa
Catarina e na cidade de Florianépolis

An overview of Hepatitis C in the state of Santa Catarina and in the city of Florianépolis
Sabrina Gongalves’, Elaine Nunes Daminelli’, Celso Spada? & Patricia Haas?

RESUMO - O objetivo deste estudo foi tracar um panorama da infeccao por hepatite C no Estado de Santa Catarina e na cidade de\
Florianépolis, no periodo entre 2002 e 2004, considerando aspectos epidemiolégicos como: nimero notificado de casos de hepatite C,
faixa etaria, sexo e provavel fonte de infeccao. Os dados foram obtidos a partir de levantamento bibliografico e consulta a Secretaria
de Vigilancia Epidemiolégica do Estado de Santa Catarina. No periodo de 2002 a 2004, foram notificados 1667 casos no Estado de
Santa Catarina e 348 casos de infeccao por hepatite C na cidade de Florian6polis. A faixa etdria mais acometida por esta infeccao tan-
to em Santa Catarina como em Floriandpolis foi de 35 a 44 anos (36,17%) e (42,82%), respectivamente, no periodo avaliado. O sexo
masculino foi o mais atingido tanto no Estado (69,59%) quanto no Municipio (69,54 %) no respectivo periodo. As principais vias de in-
feccao pelo virus verificadas em Santa Catarina e em Florian6polis nos anos de 2002 a 2004 foram o uso de drogas injetaveis (22,25%)
e (21,55%), o contato sexual (15,24%) e (14,37%) e a via transfusional (10,92%) e (11,78%), respectivamente. A realidade epidemio-
légica da hepatite C é bastante similar tanto em Santa Catarina quanto em Florianépolis, entretanto, fornecem apenas um panorama
da situacao da hepatite C e sugerem que ainda é crescente o nimero de casos dessa doenca em Santa Catarina, sendo que a subno-
tificacao ainda constitui-se em um problema que pode comprometer os nimeros apresentados.

PALAVRAS-CHAVE - Hepatite C, epidemiologia. Fatores de risco. Uso de drogas. Santa Catarina, Florianépolis. J

KSUMMARY - The aim of this study was provide an overview of hepatitis C infection in the state of Santa Catarina and in the city of
Florianopolis, for the period of 2002 through 2004, taking into consideration such epidemiological aspects as: notified number of ca-
ses of hepatitis C, age, sex and probable source of infection. Data were obtained through a literature review and by consulting with
Secretaria de Vigilancia Epidemiolégica do Estado de Santa Catarina. From 2002 through 2004, 1667 cases of infection for hepatitis C
in the state Santa Catarina and 348 cases in the city Florianopolis had been notified. In terms of age, the highest incidence was found
among those 35 to 44 years old in Santa Catarina (36,17%) and in Florianopolis (42,82%). In both state (69,59%) and city (69,54%)
there was a larger number of cases among males than among females. The main source of infection for the virus verified in Santa Ca-
tarina and Florianopolis from 2002 through 2004 had been the use of injectable drugs (22,25%) and (21,55%), sexual contact (15,24%)
and (14,37%) and transfusional source (10,92%) and (11,78%), respectively. The reality epidemiological of hepatitis C is sufficiently
similar such in Santa Catarina as in Florianopolis, however, they supply only an overview of the situation of hepatitis C and suggest
that still the number of cases of this illness in Santa Catarina is increasing, being that underreporting still consists in a problem that

can compromise the presented numbers.

\KEYWORDS - Hepatitis C, epidemiology. Risk factors. Drug usage. Santa Catarina, Florianopolis. /

INTRODUCAO

Ovirus da hepatite C (HCV) é transmitido através de ex-
posicdo percutanea (parenteral) por agulhas ou outros
instrumentos contaminados. A transfusao de sangue e seus
derivados, fora da recomendacao técnica (sem investi-
gacao laboratorial para doencas transmissiveis), os proce-
dimentos odontolégicos, cirirgicos e de hemodidlise que
desrespeitam as normas universais de biosseguranca, além
do uso de drogas injetdveis e transmissao perinatal tam-
bém podem promover a transmissao do virus®. A trans-
missdo vertical (mae para filho) ocorre em 0 a 35,5% dos
partos de maes infectadas, dependendo principalmente da
quantidade de virus circulante no momento do parto e co-
infeccao com HIV. Ha risco maior no parto normal que na
cesariana e o aleitamento materno parece ser seguro, mas
os estudos em ambos os casos sao conflitantes’. A trans-
missdo por outros fluidos biolégicos como saliva, lagrima,
urina, sémen e secrecao vaginal podem ocorrer, porém, os
riscos sdo baixos. O periodo de incubacao para hepatite C
é de 20 a 140 dias, com média de 80 dias®.

Estima-se que cerca de 3% da populacao mundial (170 mil-
hoes de pessoas) esteja infectada com o virus da hepatite
C, causa principal da cirrose e eventualmente do hepato-
carcinoma. Segundo a Organizacao Mundial de Saude, é
possivel que surjam a cada ano trés a quatro milhoes de
novos casos de hepatite C no planeta’ A prevaléncia de
HCYV, com base em dados de pré-doadores de sangue, po-
de variar entre indices menores que 1% em paises como

Canada, Reino Unido, Escandinavia, Nova Zelandia e al-
gumas areas do Japao, ou chegar a altas taxas como 26%
no Cairo e 30% no Egito e Africa do Sul’.

No Brasil, estima-se que a infecgdo ja atingiu mais de 2%
da populacao (mais de 3,3 milhoes de pessoas)'. Com base
em dados da rede de hemocentros, 2004, a distribuicao de
casos de HCV variou entre as regioes brasileiras: 2,1% no
Norte; 1% no Nordeste; 1,2% no Centro-Oeste; 1,4% no
Sudeste e 0,7% no Sul (2). No Estado de Santa Catarina em
1999, 2000 e 2001 a prevaléncia de HCV foi 0,38%, 0,31%
e 0,34%, respectivamente'.

O diagnéstico laboratorial do HCV pode ser realizado através
de analises soroldgicas, no entanto, o anticorpo anti-HCV de-
mora de 4 a 6 semanas para se tornar detectdvel no sangue
dos pacientes, podendo persistir indefinidamente ou desapa-
recer ap6s a cura. Andlises baseadas em técnicas de Biologia
Molecular como PCR (Reacao em Cadeia de Polimerase) tam-
bém podem ser utilizadas, pois podem indicar a presenca ou
néao do virus por sua alta sensibilidade e especificidade, além
de fornecer uma perspectiva sobre a carga viral.

A hepatite viral pode ser aguda, cronica ou fulminante, de-
finida pela duracao ou gravidade da infeccao. As caracte-
risticas clinicas, bioquimicas, imunolégicas e histolégicas
da hepatite viral caracterizam a doenca, sendo refletida
pela elevacao da bilirrubina sérica, gama globulina e tran-
saminases hepaticas (AST, ALT) a valores duas vezes aci-
ma do fisiolégico, levando a injuria hepatocelular que re-
sulta em sinais e sintomas fisicos®.
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Na fase aguda da doenca o paciente pode apresentar des-
de sintomas inespecificos como febre, mal estar, cefaléia,
dores musculares, nauseas e vomitos até sintomas como ic-
tericia (pele e olhos amarelados), coltria (urina muito escu-
ra) e hipo ou acolia fecal (fezes esbranquicadas). Ao exame
fisico, o figado encontra-se ligeiramente aumentado e do-
loroso. Entretanto, estes sintomas sé estdo presentes em
30% a 40% dos casos, fazendo com que muitas vezes o di-
agnostico sé seja estabelecido na fase créonica da doenga®.
A fase cronica da doenca é caracterizada pela presenca de
HCV-RNA por periodo prolongado (superior a seis meses)
sendo que 50 a 70% dos pacientes evoluem para a fase cro-
nica. Destes, cerca de 20% evoluem para cirrose, onde a es-
trutura hepatica encontra-se comprometida. Estes pacien-
tes tém um risco de 1 a 4% ao ano de desenvolver cancer
de figado. Estudos em hemocentros mostraram que a pre-
valéncia de doadores com anti-HCV positivo foi de 1,23%.
Como nem todos os pacientes com o anticorpo apresentam
o virus estima-se que a prevaléncia da infeccao crénica pe-
lo HCV esteja por volta de 1,2% da populacao do Brasil. No
entanto, a estimativa de incidéncia geral aponta para, apro-
ximadamente o dobro desse percentual'.

A hepatite C é uma doenca viral hepatotrépica, cujo trata-
mento consiste na aplicacao de inje¢des subcutaneas de in-
terferon e/ou interferons modificados. O interferon é uma
proteina produzida naturalmente pelo organismo, com a
funcado de atuar contra virus invasores, ativando o sistema
imunolégico e interferindo na reproducao destes virus, en-
quanto os medicamentos com interferons sao uma repro-
ducdo sintética do interferon que o organismo produz®.

O objetivo do presente estudo foi tracar um panorama da
infeccao por hepatite C no Estado de Santa Catarina e na
cidade de Florianépolis (capital do Estado de Santa Catari-
na), no periodo entre 2002 e 2004, considerando aspectos
epidemiolégicos como: niimero notificado de casos de he-
patite C, faixa etaria, sexo e provavel fonte de infeccao.

FONTE DOS DADOS

Os dados utilizados neste estudo foram obtidos a partir de
levantamento bibliografico e consultas a Divisdo de Vigi-
lancia das Doencas Imunopreveniveis do Estado de Santa
Catarina (Secretaria de Vigilancia Epidemioldgica), refe-
rente ao periodo de 2002 a 2004. Primeiramente, foram le-
vantados dados sobre hepatite C no Estado de Santa Cata-
rina e na cidade de Florian6polis a fim de se estabelecer um
comparativo. Além do ntumero total de casos, foram consi-
derados os aspectos de incidéncia por faixa etdria, sexo e
provavel fonte de infecgao no periodo entre 2002 e 2004.

RESULTADOS

Conforme dados da Secretaria de Vigilancia Epidemiol6gi-
ca de Santa Catarina, no periodo entre 2002 e 2004 foram
notificados 1.667 casos de infeccao por hepatite C no Esta-
do de Santa Catarina e 348 casos em Floriané6polis. As figu-
ras 1 e 2 mostram o numero de casos confirmados de hepa-
tite C no Estado de Santa Catarina e na cidade de Floriano6-
polis, respectivamente, segundo o ano de notificacao. As fi-
guras 3 e 4 mostram a distribuicao dos casos de hepatite C
por faixa etdria em Santa Catarina e em Florianopolis, res-
pectivamente, para o periodo entre 2002 e 2004. A tabela 1
mostra a distribuicao dos casos de hepatite C, tanto no Es-
tado quanto na Capital, conforme o sexo, no mesmo perio-
do. Tanto em Santa Catarina quanto em Florian6polis ob-
servou-se que a principal via de infeccao pelo virus da He-
patite C foi o uso de drogas injetdveis (tabelas 2 e 3)".
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Fonte: Diviséo de Vigilancia das Doengas Imunopreveniveis do Estado de Santa Catarina

Figura 1. Numero de casos notificados de HCV em Santa Catarina
no periodo de 2002 a 2004.
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Fonte: Diviséo de Vigilancia das Doengas Imunopreveniveis do Estado de Santa Catarina

Figura 2. Numero de casos notificados de HCV em Florianépolis
no periodo de 2002 a 2004.
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Fonte: Diviséo de Vigilancia das Doengas Imunopreveniveis do Estado de Santa Catarina

Figura 3. Numero de casos de HCV, segundo faixa etaria, em
Santa Catarina no periodo de 2002 a 2004.
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Fonte: Diviséo de Vigilancia das Doengas Imunopreveniveis do Estado de Santa Catarina

Figura 4. Numero de casos de HCV, segundo faixa etaria, em
Florianépolis no periodo de 2002 a 2004.
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TABELA |
Distribuicdo dos casos de hepatite C segundo sexo,
em Santa Catarina e em Florianépolis, no periodo
entre 2002 e 2004,

Santa Catarina

Florian6polis

Sexo Sexo
Masculino \ % \ Feminino \ % Masculino \ % \ Feminino \ %
1.160 | 69,59 507 | 30,41 242 |69,54 | 106 | 30,46
Fonte: Divisao de Vigilancia das Doencas Imunopreveniveis do Estado de Santa
TABELA I

Distribuicao de casos de HCV, segundo
provavel fonte de infeccdao, em Santa Catarina, no
periodo de 2002 a 2004*.

Vias de Infeccédo Numero de Casos de HCV %
Sexual 254 15,24
uDlI 371 22,25
Transfu sional 182 10,92
Vertic al (mae/rec ém-nascido) 7 0,42
Acidente de Trabalho 16 0,96
Domiciliar 5 0,30
Tratamento cirlrgico /dentario 51 3,06
Outros 74 4,44
Igno rado 707 42,41
Fonte: Divisao de Vigilancia das Doencas Imunopreveniveis do Estado de Santa
TABELA Il

Distribuicao de casos de HCV, segundo provavel fonte de
infeccao, em Florianopolis, no periodo de 2002 a 2004*.

Vias de Infeccao Numero de Casos de HCV %
Sexual 50 14,37
uDlI 75 21,55
Transfu sional 41 11,78
Vertic al (mae/rec ém-nascido) 1 0,29
Acidente de Trabalho 9 2,59
Domiciliar 0 0
Tratamento cirurgico /dentario 6 1,72
Qutros 21 6,03
Igno rado 145 41,67

Fonte: Divisao de Vigilancia das Doencas Imunopreveniveis do Estado de Santa
DISCUSSAO

O aumento da incidéncia de hepatite C tanto em Santa Ca-
tarina como na cidade de Florian6polis segue a tendéncia
nacional. Isto se deve, provavelmente, a falta de atencao
bésica a saude como prevencao, triagem soroldgica, exa-
mes confirmatérios e acompanhamento de pacientes assin-
tomaticos, bem como a distribuicao desigual dos recursos
financeiros para os municipios, pelo Sistema Unico de Saii-
de (SUS). Segundo FREITAS et al° (2001), a distribuicao
dos recursos de satude pelo SUS privilegia dreas com me-
lhores indicadores de satde. Tal fato é compreensivel em
face da crise continuada do financiamento do setor saude
e da baixa efetividade dos sistemas de satide municipais,
principalmente sob o ponto de vista epidemiolégico. Entre-
tanto, com a crescente informatizacao e disponibilidade de
dados de saude no Brasil, através da internet (por exemplo,
Sistema de Informacoes sobre Satiide do Ministério da Sau-
de, DATASUS), este tipo de andlise é um primeiro passo
para identificar dreas de prioridade.

Tanto em Santa Catarina como em Florianépolis, no perio-
do estudado, houve maior predominio de hepatite C na fai-
xa etaria de 35 a 44 anos (36,17%, 603/1.667) e (42,82%,
149/348), respectivamente, corroborando os dados da lite-
ratura internacional em que as maiores infeccoes pelo
HCYV sao encontradas em individuos entre 30-49 anos de
idade, indicando que o risco de transmissao afeta primari-
amente adultos jovens.” Em um estudo realizado no Brasil
e no Estado de Santa Catarina, no periodo de 1996 a 2000,
também se pdde observar que a faixa etdria acima dos 30
anos foi a mais acometida pela hepatite B e C°.
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O grupo etdrio de 35 a 44 anos, segundo nossos relatos, foi
o mais atingido, provavelmente, em decorréncia do uso de
drogas ilicitas endovenosas ou convivéncia com usudrios,
relacdao sexual com usudrios de drogas nao injetaveis. Em
paises como Estados Unidos e Austrdlia, onde a maior so-
roprevaléncia estd entre pessoas de meia-idade, o uso de
drogas injetdveis tem sido a via predominante de trans-
missdo para individuos com mais de 30 anos'.

Embora tenhamos observado uma incidéncia maior de he-
patite C no sexo masculino, nao hé evidéncias que compro-
vem uma maior suscetibilidade desse sexo a infeccao viral,
tal resultado se deve, provavelmente, a fatores comporta-
mentais. O predominio maior de individuos do sexo mascu-
lino com HCV tanto no Estado (69,59%) quanto no Muni-
cipio (69,54%) no periodo estudado, igualmente confirma
outros achados em populacoes semelhantes, tais como ve-
rificados em S&o Paulo (69,3%) e Belém (74,1%)".

As principais vias de infeccdo pelo virus verificadas em
Santa Catarina e em Florian6polis nos anos de 2002 a 2004
foram o uso de drogas injetdveis (22,25%) e (21,55%), o
contato sexual (15,24%) e (14,37%) e a via transfusional
(10,92%) e (11,78%), respectivamente.

Atualmente, o uso de drogas injetdveis é a principal via de
transmissao da hepatite C, pois o uso de seringas compar-
tilhadas ou equipamentos contaminados, utilizados no pre-
paro de drogas, facilita a infec¢ao pelo HCV. Na Europa, a
incidéncia do HCV nos consumidores de drogas injetaveis
é elevada, variando entre 30% a 90%. O mesmo se obser-
va em alguns Estados do Brasil em que a taxa de infeccao
pelo HCV em jovens usudrios é quatro vezes maior do que
a infeccao pelo HIV e segundo o Ministério da Saude,
2004, ap6s 5 anos de uso de drogas até 90% dos usudrios
podem se infectar com o virus'.

A contribuicdo da transmissao sexual, para o virus da hepa-
tite C permanece controversa, entretanto, hd concordancia
de que a hepatite C é menos transmitida sexualmente que a
hepatite B. Em parceiros fixos de pessoas contaminadas, a
prevaléncia de infeccao pelo HCV é de apenas 0,4 a 3%, sen-
do que muitas vezes encontramos outros fatores de risco que
podem ser a causa da infeccao. Por outro lado, entre pessoas
sem nenhum outro fator de risco, encontramos 2 a 12% de in-
feccao pelo HCV em pessoas sexualmente promiscuas®’.
NEUMAYR et al** (1999), ap6s avaliarem apenas o genétipo
entre 8 casais, relataram 2 concordantes, sendo que apenas
1 nao apresentou outro fator de risco evidente, mostrando
que a transmissao sexual € possivel, mas infreqiiente, para
conjuges monogamicos de pacientes portadores cronicos do
HCV e os riscos parecem nao estar relacionados com a in-
tensidade e duracao da relacao sexual. TANAKA et al*
(1997), observaram que esposas de parceiros sexuais porta-
dores do HCV apresentavam risco duas vezes maior de con-
trair a doenca que as esposas de parceiros HCV negativos.
No Brasil existem poucos relatos sobre a transmissao sexu-
al do HCV. Entre os mais evidentes pode-se citar MESQUI-
TA et al' (1997), trabalharam com uma populacao brasilei-
ra de prostitutas e seus clientes, analisando os fatores de
risco associados com a transmissao da hepatite C, sugerin-
do um importante papel da transmissao sexual na epidemi-
ologia do HCV, principalmente quando o comportamento
sexual promiscuo entra em cena. A prevaléncia do HCV
nesta populacao foi de 15,3%, este indice gira em torno de
2,2% para bancos de sangue. Os autores concluiram que a
transmissao sexual seja responsavel, em boa parte, pela
manutencao da infeccao pelo HCV na espécie humana.
Nos tultimos anos, com a adocdo de medidas de rastreio sis-
tematico de todas as doagdes de sangue, o risco de infeccao
pelo HCV pos-transfusional tornou-se praticamente despre-
zivel, com riscos entre 0,01% e 0,001%, mas podendo ocor-
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rer se a doacgao acontecer no periodo de janela imunolégica®.
A terceira via de infeccao pelo HCV, em Santa Catarina e
em Florian6polis, foi a via transfusional e, pelas porcenta-
gens obtidas, o motivo nao foi somente a possibilidade de re-
sultados falso-negativos, causados pela janela imunolégica
observados em bancos de sangue, mas também as elevadas
prevaléncias de anti-HCV observadas em hemofilicos e he-
modialisados que contrairam a infeccao antes da adocgao de
medidas preventivas, ou seja, nos anos precedentes a 1993.
Nos hemofilicos, a prevaléncia de infecgcao pelo HCV osci-
la entre 53% a 89% em varios paises do mundo. No Brasil
esses indices sdo de 87,3%, enquanto nos pacientes hemo-
dialisados verificamos percentuais que variam de 19,0% a
47,2%. Quando analisamos a distribuicao da prevaléncia
do HCV por Regides do Brasil no grupo de pacientes he-
modialisados, verificamos que as maiores taxas sao encon-
tradas nas Regides Norte (45,50%) e Sul do pais (43,64 %)".
Em relacao as vias de infecgao vertical, domiciliar e outras
formas parenterais de contaminacao como procedimentos
cirtrgicos/odontolégicos, piercing, tatuagens e acupuntura
notou-se que os resultados deste estudo foram semelhan-
tes aos da literatura (Tabelas 2 e 3).

As formas parenterais de contaminac¢ao, bem como a trans-
missao domiciliar, caracterizada pelo uso de alicate da
manicura, ldmina do barbeiro ou mesmo a escova de den-
te, compartilhada por conjuges ou filhos, sdo casos eventu-
almente rotulados como espordadicos, por serem afastados
os casos de transfusdo de sangue ou o uso de drogas ilici-
tas e sao responsaveis por pelo menos 12% dos casos de
transmissao de hepatite C".

Os casos de acidente de trabalho com amostras biolégicas
de individuos HCV positivos em Florianépolis apresentou
um indice um pouco maior de infeccao por esta via, ja em
Santa Catarina estdo de acordo com os dados da literatura
(Tabelas 2 e 3). O risco de transmissdo ocupacional apés
um acidente percutaneo com paciente-fonte HCV positivo
é de aproximadamente 1,8% (variando entre 0 a 7%).
Tanto os elevados indices de casos ignorados quanto a pro-
vavel fonte de infeccao, foram em decorréncia, provavel-
mente, da desatencao ou do inadequado preenchimento da
ficha de investigacao pelo profissional da saude, principal-
mente no que se refere a classificacao etiolégica (tipo de
virus) e seus marcadores sorolégicos. Entretanto, deve-se
levar em consideracao que cerca de 5% dos casos onde os
fatores de risco nao sao identificaveis, provavelmente,
estdo relacionados a pobreza, comportamentos sexuais de
risco, escolaridade inferior a 12 anos, divorcio ou separagao
e consumo de cocaina intranasal, mas a razao para esta as-
sociacao ainda esta por ser esclarecida’.

A realidade epidemioldgica da hepatite C é bastante simi-
lar entre Santa Catarina e Florianépolis, entretanto fornece
apenas um panorama da situacao da hepatite C e sugere
que ainda é crescente o nimero de casos dessa doenca.
Contudo, deve-se considerar ainda que o nimero de casos
pode ser maior, haja vista a subnotificacao. Além disso, po-
de-se observar que a sensibilizacao das pessoas para a pre-
vencao ao HCV no Estado encontra-se ainda numa fase
priméria e a prevencao da sua transmissao permanece di-
ficil. Como ndo existe nenhuma vacina contra este virus, os
novos tratamentos antivirais combinados melhoraram sig-
nificativamente as op¢oes de tratamento para o controle da
doenca e para a melhoria da qualidade de vida. Baseado
nisso, torna-se importante a repeticao de andlises seme-
lhantes para que se possa monitorar o comportamento da
hepatite C no Estado e também no Pais.
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Analise molecular de estirpes de Escherichia coli iso-
ladas a partir de amostras de urina de pacientes
ambulatoriais por RFLP da regiao intergéncia 16s-23s

Molecular analysis based on intergenic 16s-23s RFLP of Escherichia coli strains
obtained from urine samples of ambulatorial pacients

Gisele Kleine Neves’, Iriane Eger Mangrich? Cassia Maria Zoccolf,
Rafael Cancian* & Darlene Camati Persuhn®

/RESUMO - A analise de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) da regido intergénica 16S-23S rDNA tem sido utilizada
na diferenciagao de estirpes de vérios microrganismos. A digestao do produto de amplificacao da regiao intergénica em isolados uro-
patogénicos de Escherichia coli com a enzima Rsal gerou dois padroes distintos, separando as estirpes em dois grupos: alfa e beta. Es-
te trabalho teve como objetivo enquadrar dentro destes grupos 60 estirpes de E. coli isoladas a partir de urina de pacientes ambula-
toriais no Laboratério Médico Santa Luzia (Florianépolis). Os produtos de amplificacao foram digeridos com a enzima Rsal. Os frag-
mentos resultantes foram submetidos a andlise eletroforética em gel de agarose 2% e as estirpes com padroes de restricao condizen-
tes foram agrupadas. Através destas andlises foi possivel estabelecer correlagcoes entre o perfil molecular e outros dados de anélise bi-
oquimica e de resisténcia a antibidticos.

PALAVRAS-CHAVE - Escherichia coli, RFLP, 16S-23S /

/' SUMMARY - RFLP analysis of 16S-23S rDNA intergenic region have been used in differentiation of many microorganisms strains. The\
digestion of the product of intergenic region amplification in uropathogenic strains of Escherichia coli with Rsal generated two dis-
tint patterns: alpha and beta. This project had the aim of classify 60 Escherichia coli strains obtained from ambulatorial patients urine
of the Laboratério Médico Santa Luzia (Florianépolis). The amplification products were digested with Rsal enzyme. The fragments we-
re submitted to eletrophoretic analysis in 2% agarosis gel. Strains with the same restriction pattern were identified. This analysis al-

KEYWORDS - Escherichia coli, RFLP, 16S-23S

Iowed the correlation between molecular profile and biochemical and antibiotical resistence data.

/

INTRODUGAO

Ainfecgéo do trato urinério é uma das infeccoes bacteri-
anas mais freqiientemente adquiridas e a E. coli é res-
ponsavel por cerca de 90% das ITUs de pacientes ambula-
toriais (KUNIN, 1997). A ITU acomete homens e mulheres
em qualquer idade, sendo, entretanto, diferentes as fre-
qliéncias nos sexos feminino e masculino e nas diversas
faixas etarias. Cerca de 10 a 50% das mulheres apresen-
tarao ITU em alguma fase de suas vidas (MARANGONI et
al., 1998). A populacao selecionada tem, portanto, signifi-
cancia e utilidade clinica indiscutiveis.

Atualmente, varias classes de compostos sao usadas para
identificar bactérias, incluindo acidos nucléicos, proteinas,
lipopolissacarideos, carboidratos e lipideos. A relativa uti-
lidade destas classes quimicas depende das diferencas ta-
xondmicas em suas ocorréncias da rapidez e simplicidade
dos métodos usados para analisd-los. O sequenciamento
de acidos nucléicos e a andlise de acidos graxos sao dois
dos mais promissores e versateis métodos (BOTTGER,
1996). A andlise de DNA tem sido usada em um grande nu-
mero de estudos em taxonomia e tipagem bacteriana, bem
como para o maior entendimento do mecanismo bésico da
evolucdo (GURTLER & MAYALL, 2001).

Muitas das técnicas moleculares atualmente usadas para
tipagem baseiam-se na separacao eletroforética de frag-
mentos de DNA de comprimento molecular diferentes. O
resultado eletroforético é representado por um padrdo de
bandas em um gel. Uma vez que estes padroes podem ser
extremamente complexos, a facilidade com a qual os
padrdes sdo interpretados e relacionados é um fator na
avaliacao da utilidade de um método particular. A dificul-
dade técnica, custo e tempo de obtencéao do resultado tam-
bém devem ser avaliados para determinar a utilidade de
um método (OLIVE & BEAN, 1999).

Meétodos de caracterizacao e taxonomia molecular, basea-
dos na andlise do DNA, podem ser divididos em dois gru-
pos: métodos baseados em um tnico l6cus e métodos base-
ados em l6cus multiplos. Os métodos baseados em um Uni-
co l6cus, normalmente caracterizam um grupo ou uma po-
pulacdo de organismos com base na andlise de um unico
gene. Técnicas de seqiienciamento de DNA e SSCP (single
stranded conformational polymorphism) sao largamente
empregadas. Entretanto, genes que codificam para protei-
nas ou regides intergénicas podem nao refletir a posicao
taxonomica destes organismos (HAMPL et al., 2001). Por
outro lado, anélises feitas com genes sem interferéncia la-
teral, como, por exemplo, o gene para o RNA ribossomal de
16S (16S rDNA), ndo possuem a resolugao necessdria para
se caracterizar organismos a nivel intra-especifico.

A caracterizacdao molecular através da anéalise de polimor-
fismo do tamanho dos fragmentos de restricao (RFLP) de
lécus especificos baseados em PCR consiste na amplifi-
cacao do locus a ser examinado com primers especificos e
sua posterior digestao com enzimas de restricao. As regioes
dos genes 16S rDNA , 23S rDNA e a regiao intergénica
16S-23S rDNA tém sido utilizados como alvo desta técnica
e podem ser utilizados com sucesso para estirpes bacteria-
nas que apresentam grau de heterogeneidade nos operons
de RNAr (OLIVE & BEAN, 1999).

Estudos realizados por Garcia-Martinez e colaboradores
(1996) demonstraram que a andlise de RFLP da regiao inter-
génica 16S-23S de E. coli uropatogénicas foi capaz de sepa-
rar as estirpes em dois grupos denominados alfa e beta. Fo-
ram encontradas diferencas consistentes na presenca de ade-
sina G e em marcadores fenotipicos entre os grupos, sugerin-
do que esta metodologia foi eficiente na separacao de orga-
nismos com caracteristicas comuns. A andlise de seqliéncias
da regiao intergénica 16S-23S de estirpes tipo de E. coli ana-
lisadas por perfil de RFLP e encaixadas nos grupos alfa e be-
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ta mostrou as diferencas que levaram aos polimorfismos nos
sitios de restricao para as enzimas Rsal e Taql. Além disso, es-
ta andlise demonstrou que o grupo beta é mais heterogéneo
que o alfa (GARCIA-MARTINEZ et al., 1996b).

A caracterizacao molecular de estirpes de E. coliisoladas de
pacientes com pielonefrite aguda complicada e nao compli-
cada foi realizada pela metodologia de RFLP da regiao in-
tergénica 16S-23SrRNA. As estirpes isoladas a partir de pa-
cientes portadores de doenca nao complicada pertenciam
substancialmente ao grupo alfa, além de apresentarem uma
grande correlacdo com a presenca do gene pap, seqiiéncia
V6-I e multissensibilidade a agentes antimicrobianos. As
estirpes isoladas de pacientes com infeccao complicada fo-
ram bastante heterogéneas quanto a classificacao alfa e be-
ta, presenca de gene pap, seqliéncia V6-I e mostraram mul-
tirresisténcia a antimicrobianos (ANTON et al., 2001).
Tendo em vista estes aspectos, o objetivo deste trabalho foi
agrupar estirpes de Escherichia coli isoladas de pacientes
ambulatoriais com infeccdo urinaria através de dados mo-
leculares de RFLP da regiao intergénica 16S-23S.

METODOLOGIA

Populacao e amostragem

Foram analisadas 74 estirpes de E. coli obtidas a partir de
amostras de urina de pacientes ambulatoriais atendidos no La-
boratério Médico Santa Luzia (Florian6polis —SC) portadores
de infeccdo urindria. A caracterizagdo bioquimica foi realizada
em sistema automatizado Vitek®, assim como o antibiograma.

Extracao de DNA cromossomal

Aliquotas de suspensao bacteriana (colonias dispersas em so-
lucéo de glicerol 80%) foram diluidas na proporcao 1:6 em vo-
lume final de 30pL e submetidas a incubacao a 95° C por 20
minutos. Apés centrifugacao (1 minuto, 13.000 rpm) em mi-
crocentrifuga, cinco microlitros da solucdo resultante foram
utilizadas como DNA molde nas reacoes de amplificacao.
Amplificacao da regiao intergénica 16S-23S

A reacao de PCR foi conduzida no termociclador PTC200-
MJ Research seguindo as seguintes etapas: um ciclo de
desnaturacao a 94° C por 3 minutos, 35 ciclos de 93° C por
1 minutos, 62° C por 1 minuto, 36° C por 2 minutos e final-
mente uma Unica etapa de 72° C por 10 minutos.

Os primers utilizados foram:

Primer Seqiiéncia de nucleotideos (5’- 3’)
16S14F CTTG TACACACCGCCCGTC
23S1R GGGTTTCCCC ATTCG GAAATC

(GARCIA-MARTINEZ et al., 1996)

A concentracao dos primers nas reacoes de amplificacao
foi de 10 pmol por reacao.

Analise de RFLP

Os produtos de amplificacao foram digeridos com a enzima
Rsal cujo sitio de reconhecimento é polimérfico na regiao
intergénica 16S-23S de diferentes estirpes de E. coli (GAR-
CIA-MARTINEZ et al., 1996). Os fragmentos resultantes fo-
ram analisados em eletroforese, em gel de agarose (2%),
em tampao TBE 1X (Tris 0,1mol/L, &cido bérico 0,09 mol/L
e EDTA 1mmol/L pHS8,3). Os géis foram corados em solucao
de brometo de etideo e as bandas visualizadas e fotografa-
das utilizando luz ultravioleta. O marcador de 100pb (Gib-
coBRL) foi utilizado como padrao de peso molecular.

Analise dos dados

As 74 estirpes estudadas foram separadas em grupos base-
ados nos perfil de RFLP encontrados. Os grupos obtidos fo-
ram comparados aqueles obtidos pela andlise do perfil bi-
oquimico e de resisténcia a antibiéticos.

Os dados obtidos foram analisados através do teste do chi-
quadrado a fim de avaliar se as proporgoes sao indepen-
dentes ou tém uma relacao entre si. No caso de relacao, a
forca foi quantificada através do coeficiente de Yule.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram estudadas 74 estirpes de E. coli isoladas a partir de
amostras de urina de pacientes ambulatoriais atendidos no
Laboratério Santa Luzia — Florian6polis. A caracterizagao
bioquimica e de resisténcia a antimicrobianos (antibiogra-
ma) foi realizada pelo sistema automatizado Vitek.

Para efeito das andlises propostas por este trabalho, reali-
zou-se um levantamento das caracteristicas bioquimicas
que se mostraram variaveis dentre as estirpes de E. coli es-
tudadas. Os parametros selecionados foram: crescimento
em xilose, rafinose, sacarose e ornitina, além das caracte-
risticas de resisténcia ou sensibilidade a antimicrobianos
(ampicilina, cefalotina, bactrim, dcido nalidixico, amoxicili-
na e 4cido clavulanico, gentamicina). Os dados obtidos fo-
ram agrupados nas tabelas 1 e 2.

TABELA |
Perfil de sensibilidade e caracteristicas bioquimicas

Caracteristicas de crescimento Namero Numero de | Numero de
xilose rafinose sacarose ornitina total de estirpes estirpes
estirpes sensiveis | resistentes
+ + + + 14 3 1"
+ - 12 6 6
+ + - - 1 0 1
+ + + - 7 0 7
+ + + 16 10 6
+ + 17 13 4
- 7 5 2

TABELA I
Perfil de resisténcia bacteriana (estirpes resistentes a
pelo menos uma das drogas)

Estirpe CF AP SFT | AMX | GN | Quinolona
1 S S S S S R
2 S S R S S S
3 R R R S S S
4 S S S S S R
5 S R R S S S
6 S R R S S S
7 S R R S S S
8 S S R S R R
9 S R S S S S

10 S S S S S R
1 R R S R R S
12 S S S S S R
13 S S S S S R
14 R S S S S S
15 S R R S S S
16 R R S R S S
17 S S S S S R
18 S R R S S S
19 R R R S S S
20 R R R S S S
21 S R R S S S
22 S S S S S R
23 S R R S S S
24 R S S S S S
25 S R R S S S
26 S R R S S S
27 S R R S S S
28 R R S S S S
29 R R R S S S
30 S S S S S R
31 S R R S S S
32 S S R S S S
33 R S S S S S
34 S S S S S R
35 R R R R S S

Legenda: AP — Ampicilina / CF — Cefalotina / SFT — Bactrim / AMX — Amox.
e Ac. Clavulanico / GN — Gentamicina / S — Sensivel / R - Resistente
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A regiao intergénica 16S-23S de todas as amostras foi am-
plificada com sucesso e produziram 2 bandas de 650 e 750
pares de base, respectivamente, em cada uma das estirpes,
conforme esperado.

O produto de amplificacdo das 74 estirpes foi submetido a
digestao com a enzima Rsal. A escolha desta endonuclea-
se de restricao deve-se ao fato que os sitios polimérficos
presentes nesta regiao permitem separar as estirpes de E.
coli nos grupos moleculares o(quando estd presente a ban-
da de 360pb) e B (quando esta presente a banda de 530pb).
Os resultados foram visualizados em eletroforese em gel de
agarose 1,5% e fotografados por camera Polaroid Kodak
conforme descrito na metodologia.

Encontrou-se, a partir desta digestao, 37 estirpes perten-
centes ao grupo molecular a e 37 pertencente ao grupo
molecular § (Fig. 1).

§ 910 11 12 13 14 15

Figura 1. Digestao Rsal dos fragmentos resultantes da amplifi-
cacao da regiao intergénica 16S - 23S de estirpes de E. coli. MW
- padrao de peso molecular; 1 — 15 produtos de analise de estir-
pes de E. coli. As linhas 6, 8 e 9 mostram estirpes pertencentes
ao grupo molecular beta, uma vez que apresentam a banda de
530 pares de base. Nas demais linhas sao mostradas estirpes
pertencentes ao grupo alfa, caracterizadas pela presenca da
banda de 360 pares de base.

Os resultados de RFLP mostraram que, das 39 estirpes sen-
siveis estudadas, 29 (74 %) pertenciam ao grupo molecular
a, enquanto que 10 (26%) ao . Por outro lado, dentre as 35
estirpes resistentes, 8 (23%) se encaixaram no grupo o e 37
(77%) no grupo p (Tabela 3).

TABELA i
Relacao do perfil de sensibilidade e o tipo molecular o ou

Tipo molecular N° de estirpes (%)
Sensivel a 29 (7 4%)*
(n=39) B 10 (2 6%)*
Resistente a 08 (23%)*
(n=35) B 27 (7 7%)*

As estirpes estudadas foram separadas nos grupos: sensivel a todos os antibiéticos ou resistentes a um
ou mais dos antibiéticos testados. Os grupos foram analisados quanto a diferenca de proporcéo de
estirpes pertencentes ao grupo molecular a ou B baseada no perfil de RFLP da regido intergénica
16S-23S (teste do chi-quadrado).

*dados estatisticamente significativos (nivel de confianga 99%)

Analisando os grupos moleculares, encontramos que, das
37 estirpes pertencentes ao grupo f, 10 (27%) foram sensi-
veis a todos os antibiéticos testados e 27 (73%) apresenta-
ram alguma resisténcia. Dentre as 37 a, 29 (78%) mostra-
ram-se sensiveis e as 8 (22%) demais, resistentes (Tabela 4).
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TABELA IV
Relacao entre o tipo molecular e o perfil de sensibilidade

Perfil de resisténcia N° de estirpes (%)
a Sens ivel 10 (27%)*
(n=37) Resistente 27 (73%)*
B Sens ivel 29 (7 8%)*
(n=37) Resistente 8 (22%)*

As estirpes estudadas foram separadas com base no perfil molecular de RFLP da regio intergénica.
Os grupos obtidos foram analisados quanto a porcentagem Os grupos a e B foram analisados quanto
a diferenca de proporgao de estirpes resistentes e sensiveis (teste do chi-quadrado).

*dados estatisticamente significativos (nivel de confianga 99%)

Estes resultados sugerem uma associacao entre o perfil
molecular a e sensibilidade e o perfil molecular 8 e resis-
téncia a antimicrobianos. A andlise estatistica mostrou que
as varidveis perfil de sensibilidade e perfil molecular estao
relacionadas e que a forca desta relacao calculada pelo co-
eficiente de Yule foi de 81,46% (nivel de confianca 99%).
A probabilidade destes perfis serem independentes é de
0,000969%. Anton e colaboradores (2001) realizaram uma
analise semelhante utilizando estirpes de E. coli causado-
ras de pielonefrites complicadas e nao complicadas. Os re-
sultados encontrados mostraram que héd uma associacao
entre o grupo molecular a e o perfil de sensibilidade a an-
timicrobianos, em concordancia com nossos dados. Entre-
tanto, as estirpes resistentes analisadas por estes autores
mostraram uma distribuicao ao acaso dentro dos grupos
moleculares, diferente do que foi demonstrado neste traba-
Iho, que relacionada de maneira estatisticamente significa-
tiva o perfil de resisténcia a antimicrobianos e o grupo mo-
lecular B. O grupo de bactérias em estudo neste trabalho é
de origem ambulatorial e nao foi realizada uma avaliacao
com relacao ao tipo de infeccao causada. Estas diferencas
de metodologia podem explicar as discrepancias encontra-
das na analise dos dois trabalhos.
TABELA V
Relacao entre o tipo molecular e o perfil de sensibilidade

0.(n=8) B (n=27)

Tot al (n=35)

Xilose +

08 (10 0%)

26 (9 6%)

34 (97%)

Rafino se +

00 (0%)*

19 (70%)*

19 (54%)

Sacarose +

04 (50%)"

19 (70%)*

23 (6 6%)

Ornitina +

08 (10 0%)"

12 (44%)*

20 (57%)

*dados estatisticamente significativos (nivel de confianca 99%)

Dentre as estirpes resistentes pertencentes ao grupo mole-
cular o, podemos destacar 3 caracteristicas que ocorreram
em concordancia: incapacidade de utilizacao de rafinose e
sacarose e capacidade de utilizacao de ornitina. (Tabela 5).
A analise do crescimento em rafinose mostrou que 46% das
estirpes resistentes e 92% das sensiveis foram incapazes de
utilizd-la. A andlise estatistica mostrou que o perfil molecu-
lar o esté relacionado a incapacidade de crescimento em ra-
finose e que o perfil §§ estd relacionado positivamente a esta
caracteristica. A probabilidade destes perfis serem indepen-
dentes foi de 0,0000022% (Tabelas 5 e 6). Estes dados estao
em concordancia com os encontrados por Garcia-Martinez e
colaboradores (1996) que encontraram uma freqiiéncia de
95% de estirpes a negativas para rafinose, e 52% de estirpes
B positivas. Os resultados em porcentagem determinados
em nosso trabalho foram de 100% e 59% respectivamente.

TABELA VI
Relacao entre o tipo molecular e o perfil de sensibilidade
. (n=29) B (n=10) Total (n=39)
Xilose + 22 (76%) 10 (10 0%) 32 (82%)
Rafino se + 00 (0%)* 03 (30%)* 03 (7%)
Sacarose + 08 (27%)* 06 (6 0%)* 14 (36%)
Ornitina + 20 (6 9%)* 06 (6 0%)* 26 (67%)

*dados estatisticamente significativos (nivel de confianga 99%)
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O perfil de crescimento de sacarose mostrou que 68% das
estirpes o foram negativas e que 68% das estirpes § foram
positivas. Estes dados estao estatisticamente relacionados
e a forca desta relacao foi de —62,55%. A probabilidade
destes perfis serem independentes é de 0,2507%. Garcia-
Martinez e colaboradores (1996) encontraram proporc¢oes
semelhantes e concordantes com este trabalho.

O perfil de crescimento em ornitina somente foi relevante
para caracterizar a populacao de estirpes resistentes do ti-
po o, na qual 100% das amostras foram positivas. A anéli-
se estatistica evidenciou correlacao entre o perfil molecu-
lar e o crescimento em ornitina. A forca calculada desta re-
lacao foi de 58,56% e a probabilidade destes perfis serem
independentes é de 0,79%. As estirpes do tipo molecular a
estao relacionadas ao positivo e as do tipo 3 ao negativo.
Este dado nao havia sido descrito ou discutido anterior-
mente por outros autores.

CONCLUSOES

¢ Existe uma correlacgao estatisticamente significativa entre
o perfil molecular a e sensibilidade e o perfil molecular § e
resisténcia a antimicrobianos;

e O perfil molecular a esta relacionado a incapacidade de
crescimento em rafinose e o perfil § estd relacionado posi-
tivamente a esta caracteristica;

e O perfil de crescimento de sacarose mostrou que existe
uma correlacao entre as estirpes do tipo o e incapacidade
de utilizacdo deste acucar;

e As estirpes do tipo molecular a estao relacionadas positiva-
mente ao crescimento em ornitina e as do tipo § ao negativo;
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Candida sp. e infeccoes hospitalares: aspectos
epidemioldgicos e laboratoriais

Candida sp. and nosocomial infections: epidemiological and laboratory aspects
Maria Eduarda Maluche’ & Jairo Ivo dos Santos?

RESUMO - Infecgbes hospitalares fingicas constituem uma causa crescente de morbidade e mortalidade em hospitais em todo mun-
do, afetando tanto a pacientes internados, como a profissionais de satide. Do ponto de vista etiol6gico, a grande maioria das infec¢oes
hospitalares fungicas é causada por espécies do género Candida, principalmente Candida. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C.
glabrata. Sua identificacao taxonémica geralmente exige o seu isolamento inicial em meios de cultura, a realizacao de provas bioqui-
micas de assimilacéo in vitro, com a utilizacao de “kits" comerciais, ou seu repique em meios cromogénicos. Para estudos epidemio-
l6gicos, métodos mais refinados que visam a andlise do perfil genético de amostras isoladas, como "RAPD" (“Random Amplified Poly-
morphic DNA"), “PFGE" (“Pulse Field Gel Electrophoresis”) e "RFLP" (“Restriction Fragment Length Polymorphism") fornecem fer-
ramentas importantes para se determinar a origem comum de cepas pertencentes a mesma espécie de Candida, permitindo que se-

jam tomadas medidas profilaticas mais adequadas.

PALAVRAS-CHAVE - Classificacao, Métodos epidemioldgicos, Candida, Infec¢coes Nosocomiais. -

/SUMMARY - Nosocomial fungal infections constitute an increasing cause of morbidity and mortality all over the world, affecting the\
health not only for the patients, but also for the professional staff. Most fungal infections acquired in the hospitals are caused by spe-
cies of the genus Candida, mainly Candida. albicans, parapsilosis, tropicalis and glabrata. For their taxonomic identification, the sam-
ples need to be additionally tested by carbohydrate assimilation in vitro or chromogenic media from commercial sources. For epide-
miological studies, molecular methods that are focused on the evaluation of DNA profiles, such as RAPD (Random Amplified Polymor-
phic DNA), PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) are increasingly being used
as useful tools for the determination of the common origin of strains of Candida species, through the demonstration of their genetic
relatedness, thus allowing the adoption of adequate prophylactic measures.

KEYWORDS - Classification, Epidemiologic Methods, Candida, Cross-infection. /

INTRODUGAO

Infecg()es hospitalares compreendem infec¢oes causadas
principalmente por bactérias e fungos e que sao adquiri-
das por pacientes ou mesmo profissionais de satide no am-
biente hospitalar, constituindo uma causa crescente de
morbidade e mortalidade em hospitais de todo o mundo,
com prevaléncias tao altas quanto 30% em determinados
grupos de pacientes”. No Brasil, embora os dados sejam
incompletos, estima-se que elas sejam responsaveis por
cerca de 45.000 6bitos e prejuizos da ordem de bilhdes de
reais anualmente®.

As infeccoes hospitalares causadas por fungos tém-se consti-
tuido num problema crescente de satide publica em muitos
paises. Por exemplo, nos Estados Unidos, a prevaléncia de in-
fecgoes fingicas passou de 6% em 1980 para 10,4% em 1990,
segundo o Sistema Nacional de Vigilancia das Infecc¢oes
Hospitalares daquele pais® Destas, cerca de 80% foram cau-
sadas por leveduras do género Candida. Por outro lado, esse
mesmo sistema de vigilancia relatou que no periodo de 1989
a 1999 houve aumentos significativos nas prevaléncias das
infecgoes causadas por Candida albicans e glabrata'*.

FATORES QUE FAVORECEM A INFECGAO POR
LEVEDURAS NO HOSPITAL

Vérios processos patolégicos, fisiolégicos ou traumaéticos
podem facilitar a colonizacao e posterior infeccao do hos-
pedeiro por Candida sp. Dentre estes, os mais comuns sao
imunossupressao por varias causas, neutropenia, desnu-
tricdo e quimioterapia antineopldsica®**?. Outros facilitam a
entrada do microorganismo no hospedeiro, como o uso pro-
longado de catéteres, queimaduras e cirurgias extensas'®*.
Porém, fatores combinados também podem ocorrer, como a
utilizacdao prolongada de catéteres associados a antibioti-

coterapia, nos quais as leveduras podem multiplicar-se no
trato gastrointestinal ou pele. A partir dai, o fungo pode
disseminar-se para a corrente sanguinea, levando a um
processo grave denominado de candidemia’''*"*!, Outra
manifestacao comum da colonizacao ou infeccao por Can-
dida em pacientes internados é a candiduria, definida pela
presenca de leveduras na urina'®. Embora na maioria dos
casos ela seja assintomaética, resultante apenas de simples
colonizacao do trato urindrio, a candiduria pode ser um in-
dicio de processos infecciosos mais graves no rim, que,
quando decorrentes de disseminacao hematogénica das le-
veduras para este 6rgao, podem causar lesdes graves com
alta morbidade e mortalidade'***°.

ESPECIES DE LEVEDURAS DO GENERO Candida no
AMBIENTE HOSPITALAR

Do ponto de vista taxonémico, cerca de 200 espécies de
Candida sao reconhecidas, das quais 10% podem causar in-
fecgoes em seres humanos®. Destas, a C. albicans é espécie
mais freqiientemente descrita em casos de infec¢oes hospi-
talares em varios paises. Entretanto, outras espécies como
parapsilosis, tropicalis e glabrata também apresentam altas
prevaléncias em varios paises do mundo, conforme é mos-
trado na Tabela 1%, Estudos semelhantes realizados no
Brasil mostram que as espécies mais prevalentes sao C. al-
bicans, C. parapsilosis e C. tropicalis (Tabela 2)'',

C. albicans, espécie habitual do trato gastrointestinal, ge-
nital e cutaneo dos seres humanos, é transmitida quase
sempre de forma enddégena, geralmente em pacientes que
tenham recebido quimioterapia prévia’.

A espécie C. parapsilosis é encontrada freqiientemente na
pele, sendo de transmissao predominantemente exégena‘.
Sua ocorréncia também € alta em criangas e recém-nasci-
dos prematuros internados em unidades de terapia intensi-
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va®”. Os fatores de risco associados a sua transmissao sao
a nutricao parenteral e uso prolongado de catéteres®”*.

C. tropicalis apresenta uma alta prevaléncia em casos de
candidemia no Brasil e no mundo. O seu mecanismo de
transmissao é essencialmente endégeno’. Considera-se
que 50 a 60% dos pacientes colonizados por esta espécie
desenvolvam infecgoes sistémicas®. Esta espécie acomete
com freqiiéncia pacientes neutropénicos, que apresentam
como doencas de base neoplasias e doencas hematolégicas
ou que sejam receptores de medula 6ssea**.

C. glabrata constitui-se na quarta causa de infeccao hospi-
talar fungica por leveduras no Brasil, embora seja relatada
com menor freqliéncia em nosso pais do que na Europa ou
nos Estados Unidos e Canada''"'"'**, Esta espécie estd as-
sociada tanto a casos de candidemia em pacientes mais
idosos quanto em casos de candiduria'®*. Além disso, esta
espécie desenvolve resisténcia a terapéutica pelo flucona-
zol com freqiiéncia®.

IDENTIFICACAO DE ESPECIES DO GENERO Candida

As espécies do género Candida geralmente podem ser cul-
tivadas em meios de composicao relativamente simples co-
mo o agar Sabouraud dextrosado, desenvolvendo colonias
com aspecto caracteristico®. Testes laboratoriais simples
como indugdo de tubo germinativo e clamidésporo termi-
nal permitem identificar C. albicans®. Entretanto, eles
apresentam limitacoes, j& que a espécie C. dubliniensis,
apresenta caracteristicas fenotipicas muito semelhantes a
C. albicans, exigindo a realizacao de procedimentos mole-
culares mais refinados para a sua diferenciacao segura®?*.
Os meios cromogénicos foram descritos tanto para identifi-
cacao de algumas espécies de Candida, incluindo C. albi-
cans. Dentre estes, estdo disponiveis no mercado o CHRO-
Magar®, que permite a identificacao presuntiva de C. al-
bicans (C. dubliniensis) e C. tropicalis e C. krusei, com ba-
se nas caracteristicas de cor das coldnias®, assim como Al-
bicans ID®, Chromalbicans Agar®, Bacticard Candida®®.
Para identificacdo taxonomica de espécies nao-albicans de
Candida, de maneira geral, os isolados devem ser submetidos
a provas bioquimicas de assimilacao de actcares in vitro.
Dentre testes comerciais de assimilacao in vitro, como Vitek®,
ID 32C®, Api 20C AUX9®, Auxacolor Yeast Star®, RaplD Ye-
ast Plus system® and Api Candida®*. Entretanto, estes testes
comerciais podem apresentar erros na identificacao®*.
Meétodos moleculares que visam a identificacdo de seqiiénci-
as especificas para cada espécie e assim permitir a sua iden-
tificacao, também tém sido relatados. Nestes procedimentos,
fragmentos genémicos de DNA fungico sao amplificados e
testados com oligonucleotideos especificos, permitindo iden-
tificar espécies comuns como C. albicans, C. glabrata, C. pa-
rapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, and C. Lusitaniae® *.

VARIACAO INTRA:ESPECiFICA EM ESPECIES DO
GENERO Candida

Espécies do género Candida apresentam variacdes na sua
composicdo gendmica que podem ser determinadas por
procedimentos de andlise genémica®. Estes procedimentos
sdo uteis quando se quer determinar a identidade da cepa
presente no ambiente hospitalar ou que tenha isolada de
pacientes internados, e assim associd-las aos processos in-
fecciosos. Com base nos resultados obtidos, isolados de
uma mesma espécie com perfis genéticos idénticos, obti-
dos de diferentes pacientes podem indicar um mecanismo
de transmissao comum?® .
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Muitas técnicas moleculares usadas para a tipagem de mi-
crorganismos baseiam-se na separacao eletroforética de
fragmentos ou moléculas de DNA que diferem em tama-
nho e/ou nimero, entre as quais as mais comuns sao a ana-
lise de fragmentos de DNA gerados por digestao com en-
donucleases de restricao e separados por eletroforese em
géis de agarose ("RFLP")**, cariotipagem de cromossomas
separados por eletroforese de campo pulsado
("PFGE")"**% e de produtos gendmicos gerados pela am-
plificacao aleatéria de DNA através da cadeia de polimera-
se ("RAPD")*"'*, Estas técnicas sdo freqiientemente com-
binadas com a transferéncia eletroforética de DNA para
membranas de celulose e posterior hibridizagao com oligo-
nucleotideos especificos para determinar o polimorfismo
genético da amostra®*.

TABELA |
Percentagem de espécies de Candida identificadas em
casos de candidemia em varios paises do mundo.

Estudo s realizados (autores)

WINGARD (1995) “) REX et al. (1994)©® PFALLER (1996 )©

C. albicans 54,0% 56,0% 59,0%

C. tropicalis 25,0% 17,0% 12,0%

C. glabrata 8,0% 13,0% 11,0%

C. parapsilosis 7,0% 10,0% 10,0%

C. krusei 4,0% 2,0% 3,0%

Outras espécies 2,0% 2,0% 3,0%
TABELA Il

Freqiiéncia das espécies de Candida observados em casos
de candidemia no Brasil, de acordo com varios autores.

Estudos realizados (autores)

ANTUNES et al (2004) (1)

COLOMBO et al (1999) (11) GODOY etal (2003) (1s)

C. albicans 37,0% 48,3% 42,0%

C. parapsilosis 25,0% 25,8% 21,3%

C. tropicalis 24,0% 13,3% 24,2%

C. glabrata 4,0% 3,3% 7.7%

c. guilliermondii 2,0% 1,7% 2,9%

Outras espécies 3,0% 7,5% 1,9%
CONCLUSOES

O aumento da prevaléncia e da ocorréncia de leveduras do
género Candida e de outros géneros em ambientes hospi-
talares, torna-se um fator adicional de risco a satude dos pa-
cientes internados ou dos profissionais e visitantes. Assim,
justifica-se plenamente que sejam desenvolvidos e utiliza-
dos procedimentos técnicos mais rdpidos e precisos para a
identificacdo taxonomica das amostras fungicas, para que
o tratamento dos pacientes infectados seja iniciado na mai-
or brevidade possivel. Por outro lado, o desenvolvimento
de métodos laboratoriais mais refinados para o estudo e
comparacao do perfil genético das amostras de Candida
isoladas, permitird que espécies deste género, isoladas de
pacientes internados sejam comparadas com aquelas isola-
das de outros pacientes, de profissionais de satde, equipa-
mentos ou do proprio ambiente hospitalar, permitindo as-
sim a identificacao da fonte da infeccao com seguranca, e
possibilitando a adocdo de medidas profilaticas ou tera-
péuticas mais eficazes.

RBAC, vol. 40(1): 65-67, 2008



REFERENCIAS

-

. ANTUNES, A. G. V,; PASQUALOTTO, A. C.; DIAZ, M. C.; D'AZEVEDO, P. A;;
SEVERO, L. C. Candidemia in a Brazilian Tertiary care Hospital: species dis-
tribution and antifungal susceptibility patterns. Rev. Inst. Med. Trop. Sao
Paulo, v. 46, n. 5, p. 239-241, 2004.

. BECK-SAGUE, M. C.; JARVIS, W. R. Secular trends in the epidemiology of
nosocomial fungal infections. J. Infect. Dis., v. 167, n. 5, p. 1247-1251, 1993.

3. BOCCIA, S.; POSTERARO, B.; LA SORDA, M;; et al. Genotypic analysis by 27A DNA
fingerprinting of Candida albicans strains isolated during an outbreak in a neonatal in-
tensive care unit. Infect. Control Hosp. Epidemiol., v. 23, n. 5, p. 281-284, 2002.

4. BONASSOLY, L. A;; BERTOLI, M.; SVIDZINSKI, T. I. High frequency of Candida parap-
silosis on the hands of healthy hosts. J. Hosp. Infect., v. 59, n. 2, p. 159-162, 2005.

5. CAMPBELL, C. K; DAVEY, K. G.; HOLMES, A. D.; SZEKELY, A.; WARNOCK, D. W.
Comparison of the APl Candida system with the AUXACOLOR system for identificati-
on of common yeast pathogens. J. Clin. Microbiol., v. 37, n. 3, p. 821-823, 1999.

6. CANO, M.V; PERZ, J. F; CRAIG, A. S;; et al. Candidemia in pediatric outpatients recei-
ving home total parenteral nutrition. Med. Mycol., v. 43, n. 3, p. 219-225, 2005.

7. CANTON, E.; VIUDES, A; PEMAN, J. Infeccién sistémica nosocomial por levaduras.
Rev. Iberoam. Micol., v. 18, n. 2, p. 51-55, 2001.

8. CARDENES, C. D.; CARRILLO-MUNOZ, A. J.; ARIAS, A; et al. Comparative evaluati-
on of four commercial tests for presumptive identification of Candida albicans. J. Micro-
biol. Methods, v. 59, n. 2, p. 293-297, 2004.

9. CHOWDHARY, A.; BECKER, k.; FEGELER, W.; et al. An outbreak of candidemia due to
Candida tropicalis in a neonatal intensive care unit. Mycoses, v. 46, n. 8, p. 287-292, 2003.

10. CLARK, T.; SLAVINSKI, S. A;; MORGAN,J.; et al. Epidemiologic and molecular charac-
terization of an outbreak of Candida parapsilosis bloodstream infection in a commu-
nity hospital. J. Clin. Microbiol., v. 42, n. 10, p. 4468-4472, 2004.

. COLOMBO, A. L.; NUCCI, M.; SALOMAO, R; et al. High rate of non-albi-
cans candidemia in Brazilian Tertiary Care Hospitals. Diagn. Microbiol. In-
fect. Dis., v. 34, n. 4, 281-286, 1999.

12. COLOMBO, A L. Epidemiology and treatment of hematogenous candidiasis: a Brazili-
an perspective. Braz J Infect. Dis., v. 4, n. 3, p. 113-118, 2000.

13. COLOMBO, AL.; GUIMARAES, T. Epidemiologia das infeccdes hematogénicas por
Candida spp. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., v. 36, n. 5, p. 599-607, 2003.

14. COLOMBO, A. L; NUCCI, M.; PARK, B. J.; NOUER, S. A.; ARTHINGTON-SKAGGS,
B.; DA MATTA, D. A.;; WARNOCK, D.; MORGAN, J. Epidemiology of candidemia in
Brazil: a nationwide sentinel surveillance of candidemia in eleven medical centers. J.
Clin. Microbiol., v. 44, n.8, p.2816-2823, 2006.

15. CRAVEN, D.E.; KUNCHES, L. M.; LICHTENBERG, D. A; et al. Nosocomial infection
and fatality in medical and surgical intensive care unit patients. Arch. Intern. Med., v.
148, n. 5, p. 1161-1168, 1998.

16. DE OLIVEIRA, R.D.R.; MAFFEI, C.M.L.; MARTINEZ, R. Infecggo urinéria hospitalar por
leveduras do género Candida. Rev. Ass. Med. Brasil , v. 47 n. 3, p. 231-235, 2001.

17. FIDEL, PL.; VAZQUEEZ, J.A.; SOBEL, J.D. Candida glabrata: review of epidemiology,
pathogenesis, and clinical disease with comparison to C. albicans. Clin. Microbiol.
Rev,, v. 12, n. 1, p. 80-96, 1999.

18. FRIDKIN, S.K.; JARVIS, W.R. Epidemiology of nosocomial fungal infections. Clin. Mi-
crobiol. Rev., v. 9, n. 4, p. 499-511, 1996.

19. GODOY, P; TIRABOSCHI, I.N.; SEVERO, L. C; et al. Species distribution and antifun-
gal susceptibility profile of Candida spp bloodstream isolates from Latin American hos-
pitals. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, v. 98, n. 3, p. 401-405, 2003.

20 . JARVIS, W.R. Epidemiology of nosocomial fungal infections, with emphasis on Can-
dida species. Clin. Infect. Dis., v. 20, n. 6, p. 1526-1530, 1995.

21. KAUFFMAN, C.A.; VAZQUEZ, J. A.; SOBEL, J. D;; et al. Prospective multicenter surveil-
lance study of funguria in hospitalized patients. Clin Infect Dis, v. 30, n. 1, p. 14-18, 2000.

22. KONTOYANNIS, D.; VAZIRI, I, HANNA, H. A; et al. Risk factors for Candida tropicalis
fungemia in adult patients with cancer. Clin. Infect. Dis., v. 33, n. 10, p. 1676-1681, 2001.

23.LACAZ, C.S,; PORTO, E.; MARTINS, J. E. C.; HEINS-VACCARI, E.; MELO, N. T. Trata-
do de Micologia Médica — Lacaz. Sao Paulo, SP: Sarvier, p. 123-173, 2002.

24.LEUNG, A.Y;; CHIM, C. S.; HO, P. L;; et al. Candida tropicalis fungemia in adutt patients
with haematological malignancies: clinical features and risk factors. J. Hosp. Infect., v.
50, n. 4, p. 316-319, 2002.

25. MAHNSS, B.; STEHR, F; SCHAFER, W.; NEUBER, K. Comparison of standard phe-

notypic assays with a PCR method to discriminate Candida albicans and C. dubilini-

ensis. Mycoses, v. 48, n. 1, p.55-61, 2005.

N

1

—

RBAC, vol. 40(1): 65-67, 2008

26. MALUF, M.E.Z;; MALDONADO, A. F; BERCIAL, M. E.; PEDROSO, S. A. Stethoscope:
a friend or an enemy? S&o Paulo Med. J., v. 120, n. 1, p. 13-15, 2002.

27. MATSUMOTO, F. E.; GANDRA, R. F; RUIZ, L. S; et al. Yeasts isolated from blood and
catheter in children from a public hospital of Sao Paulo, Brazil. Mycopathologia, v. 154,
n. 2, p. 63-69, 2002.

28. MCCULLOUGH, M. J.; CLEMONS, K. V.; STEVENS, D. A. Molecular and phe-
notypic characterization of genotypic Candida albicans subgroups and com-
parison with Candida dubliniensis and Candida stellatoidea. J. Clin. Microbiol.,
v. 37, n. 2, p. 417-421, 1999.

29. MEHTA, S.K; STEVENS, D. A;; MISHRA, S. K;; FEROZE, F; PIERSON, D.L. Distribu-
tion of Candida albicans genotypes among family members. Diagn. Microbiol. Infect.
Dis., v. 34.n. 1, p. 19-25, 1999.

30. MORAGCE, G.; SANGUINETTI, M.; POSTERARO, B.; CASCIO, G. L.; FADDA, G. Iden-
tification of various medically important Candida species by PCR-restriction enzyme
analysis. J. Clin. Microbiol., v. 35, n. 3, p. 667-672, 1997.

31. PFALLER, M.A. Epidemiology and control of fungal infections. Clin. Infect. Dis., v. 19,
suppl.1, p. S8-13, 1994.

32. PFALLER, M.A. Nosocomial candidiasis: emerging species, reservoirs, and modes of
transmission. Clin. Infect. Dis., v. 22, suppl. 2, p. S89-94, 1996.

33. PFALLER, M.A;; HOUSTON, A.; COFFMANN, S. Application of CHROMagar Candida
for rapid screening of clinical specimens for Candida albicans, Candida tropicalis, Candi-
da krusei, and Candida (Torulopsis) glabrata. J. Clin. Microbiol., v. 34, n. 1, p. 58-61, 1996.

34. PFALLER, M. A; JONES, R. N.; DOERN, G. V; et al. International surveillance of blo-
odstream infections due to Candida species: frequency of occurrence and antifungal
susceptibilities of isolates collected in 1997 in the United States, Canada, and South
America for the SENTRY program. J. Clin. Microbiol., v. 36, n. 7, p. 1886-1889, 1998.

35. PFALLER, M. A.; DIEKEMA, D. J. Role of sentinel surveillance of candidemia: trends in
species distribution and antifungal susceptibility. J. Clin. Microbiol., v. 40, n. 10, p. 3551-
3557, 2002.

36. REX, J.H.; BENNETT, J.E.; SUGAR, A.M. Aramdomized trial comparing fluconazol with
amphotericin B for the treatment of candidemia of patients without neutropenia. N.
Engl. J. Med.,, v. 331, n. 20, p. 1325-1330, 1994.

37.RHO, J,; SHIN, J. H.; SONG, J. W.; et al. Molecular investigation of two consecutive no-
socomial clusters of Candida tropicalis candiduria using pulse-field gel eletrophoresis.
J. Microbiol., v. 42, n. 2, p. 80-86, 2004.

38. SAN MIGUEL, L.G.; COBO, J.; OTHEO, E.; et al. Secular trends of candidemia in a lar-
ge tertiary-care hospital from 1988 to 2000: emergence of Candida parapsilosis. In-
fect. Control Hosp. Epidemiol., v. 26, n. 6, p. 548-552, 2005.

39. TAYLOR, B.N.; HARRER, T.; PSCHEIDL, E.; et al. Surveillance of nosocomial transmis-
sion of Candida albicans in an intensive care unit by DNA fingerprinting. J. Hosp. In-
fect., v. 55, n. 4, p. 283-289, 2003.

40. TRICK, W.E.; SCHONIAN, G.; MEYER, W,; et al. Secular trend of Hospital-acquired
candidemia among intensive care unit patients in the United States during 1989-1999.
Clin. Inf. Dis., v. 3, n. 5, p. 627-630, 2002.

41. VAZQUEZ, J.A.; SANCHEZ, V.; DMUCHOWSKI, C.; et al. Nosocomial acquisition of
Candida albicans: an epidemiology study. J. Infect. Dis., v. 168, n. 1, p. 195-201, 1993.

42. VERWEW, PE.; BREUKER, I. M.; RIS, A. J.; MEIS, J. F. Comparative study of seven
commercial yeast identification systems. J. Clin. Pathol., v. 52, n. 4, p. 271-273, 1999.

43. WAHYUNINGSIH, R.; FREISLEBEN, H. J.; SONNTAG, H. G.; SCHNITZLER, P. Simple
and Rapid Detection of Candida albicans DNA in Serum by PCR for Diagnosis of In-
vasive Candidiasis. J. Clin. Microbiol., v. 38, n. 8, p. 3016-3021, 2000.

44. WINGARD, J.R. Importance of Candida species other than C. albicans as pathogens
in oncology patients. Clin. Infect. Dis., v. 20, n. 1, p. 115-125, 1995.

45. YARROW, D. Methods for the isolation, maintenance and identification of yeasts. IN:
KURTZMAN, C.P; FELL, J.W. The yeasts, a taxonomic study. New York, Elsevier, 1998.

46.ZA0OUTIS, T. E; ARGON, J,; CHU, J.; BERLIN, J. A;; WALSH, T. J; FEUDTNER, C. The Epi-
demiology and Attributable Outcomes of Candidemia in Adults and Children Hospitalized
in the United States: A Propensity Analysis. Clin. Infect. Dis., v41, n.9, p. 1232-1239, 2005

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:

Jairo Ivo dos Santos

Departamento de Andlises Clinicas, Centro de Ciéncias da Satde,
Universidade Federal de Santa Catarina, Campus Universitario
CEP 88040-970 Floriandpolis, Santa Catarina

Tel: 0XX48 3331-9856

E-mail: jairosantos@ccs.ufsc.br

67



4 PREMIO HERMES PARDINI )

DE HORMONOLOGIA
REGULAMENTO

1 - DO PREMIO
1) O Prémio Hermes Pardini de Hormonologia é promovido pela Sociedade Brasileira de Analises
Clinicas - SBAC, com o patrocinio do Instituto Hermes Pardini;
2) O Prémio sera no valor de R$ 5.000,00 (cinco mil reais), além de diploma alusivo;
3) O Prémio sera entregue na solenidade programada pela SBAC nos Congressos Brasileiros de
Analises Clinicas - CBAC.

Il - DOS OBJETIVOS
O Prémio Hermes Pardini de Hormonologia tem por objetivos;
1) Estimular o desenvolvimento de pesquisas na area de Horménios no Pais; e
2) Premiar o melhor trabalho de hormonologia inscrito e apresentado no Congresso Brasileiro de
Analises Clinicas, com vistas a melhoria técnica do Laboratério Clinico.

1l - DA PARTICIPACAD

1) Poderédo concorrer ao Prémio, todos os trabalhos inscritos e apresentados na sessao de Temas
Livres dos Congressos Brasileiros de Andlises Clinicas;

2) Para concorrer ao Prémio, os autores deverdo remeter a Secretaria da SBAC, até 30 dias antes do
Congresso, 05 (cinco) copias em papel do trabalho original completo e uma cépia em disquete ou
CD (linguagem word) e uma cépia em disquete (linguagem Word for Windows), atendendo as nor-
mas de publicacdo da Revista Brasileira de Analises Clinicas contendo: introdugéo (com objetivo
definido do trabalho) material e métodos, resultados, discusséo, conclusao, bibliografia, resumo em
portugués, summary em inglés, palavras chaves (unitermos) e key words (uniterms).

3) Os trabalhos concorrentes deverao ser escritos em portugués e ser originais, ainda

nao publicados nem comprometidos para publicagéo em qualquer Revista Cientifica da Especialidade;

4) O trabalho premiado sera obrigatoriamente publicado na integra, com exclusividade, na Revista
Brasileira de Andlises Clinicas;

5) Os demais trabalhos selecionados pela Comissao Julgadora para concorrer ao Prémio Hermes
Pardini de Hormonologia poderao ser publicados na Revista Brasileira de Analises Clinicas;

6) O nao atendimento aos itens 1 a 3 desqualifica o trabalho e/ou o recebimento do Prémio.

IV - DA COMISSAO JULGADORA

1) A Comissdo Julgadora sera composta de pelo menos 05 (cinco) membros nomeados pela
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, sendo um o Presidente;

2) A composicao da Comissao Julgadora sera divulgada pela SBAC nos Programas oficiais dos CBAC;

3) A Comissao Julgadora selecionara os 03 (trés) melhores trabalhos apresentados, outorgando a um
deles o Prémio Hermes Pardini de Hormonologia, e aos outros 02 (dois), sera outorgado um diplo-
ma de Menc¢éao Honrosa;

4) A decisé@o da Comisséo Julgadora é soberana e irrecorrivel.

V - DISPOSICOES GERAIS
1) O Prémio Hermes Pardini de Hormonologia é indivisivel e sera conferido a apenas um trabalho,
ficando a inteiro critério dos autores seu eventual rateio;
2) O Trabalho concorrente ao Prémio Hermes Pardini de Hormonologia, obrigatoriamente, deve ser
apresentado na sessao de Temas Livres por um dos autores regularmente inscrito no Congresso;
3) Caso a Comisséo Julgadora dos Prémios decidir ndo premiar nenhum dos trabalhos apresentados
para concorrer ao prémio em virtude de ndo atingir os objetivos do prémio, o valor deste sera rever-
tido para pagamento dos anuincios da empresa promotora publicados na RBAC, no SBAC Jornal e
divulgados no site da SBAC.

4) Os casos omissos serao resolvidos pela Diretoria da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, ouvi-
da a Comisséao Julgadora.

Rio de Janeiro, 30 de dezembro de 2006.
Dr. Ulisses Tuma
Presidente

Informacdes:
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas
Prémio Hermes Pardini de Hormonologia
Rua Vicente Licinio, 95 - Tijuca * 20270-902 - Rio de Janeiro * RJ

- J

68 RBAC, vol. 40, 2008




A citopatologia uretral como ferramenta na deteccao
de efeito citopatico do papilomavirus humano
(HPV) em pacientes com peniscopia
caracteristica de infeccao viral*

The role of urethral cytophatology in detection of cytopatic features of Human Papillomavirus
(HPV) in patients with peniscopy characteristic of viral infection

Heliana de Aratjo Silva'; Luiz Mério da Silva Silveira’; Glauciene Serafim Franga® &
Ailce de Cassia Soares Santos Rego?

ﬁ?ESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da citopatologia uretral na deteccao de papilomavirus humano em 37 pa-
cientes diagnosticados com lesdoes HPV-induzidas pela peniscopia, na Policlinica Santa Beatriz (Sao Luis - MA). Avaliou-se a ocorrén-
cia das diferentes faixas etdrias, a positividade para efeito citopatico por HPV pela citopatologia uretral comparado com a peniscopia
e a associacao dos resultados obtidos quando a parceira era portadora da virose. A faixa etdria mais freqiiente estava compreendida
entre 20 e 39 anos (86,5%) com média de idade de 31,2. A citopatologia uretral apresentou positividade para a virose de 13,5%. To-
dos os pacientes com citopatologia uretral com efeito citopatico compativel para HPV tinham parceiras com histéria anterior de HPV,

porém 40,6% dos pacientes com citopatologias uretrais negativas possuiam parceiras com histéria anterior de HPV.
PALAVRAS-CHAVE - Papilomavirus humano; citopatologia uretral; peniscopia. J

/" SUMMARY - The goal of this work was to assess the efficiency of urethral cytopathology in detection of human papillomavirus (HPV)\
carried out in 37 male patients attended at Clinica Santa Beatriz (Sdo Luis-MA) with previous positive peniscopy for HPV. We evalu-
ated the positiveness of urethral cytopathology compared with peniscopy in different band age and the influence of the partner in the
transmission of the disease. The most frequent age was between 20 to 39 years (86.5%), with age average of 31.2%. Urethral cytopa-
thology presented positiveness for cytopatic effects in 13.5% of the cases. All males evaluated with positive cytopatic effect for HPV
had partner with previous HPV diagnosis, although 40.6% of the subjects presented negative urethral cytopathology.

\KEYWORDS - Human papillomavirus; urethral cytopathology; peniscopy. J

INTRODUGAO

o final do século XX observou-se em todo o mundo

mudancas no comportamento sexual e com isso surgi-
ram novas doencas sexualmente transmissiveis como a
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e outras
de importancia até entao secunddria que, pelo aumento da
incidéncia, despertaram o interesse em seu estudo, como a
condilomatose genital?.
Na verdade, tem-se conhecimento de verrugas genitais
desde a época greco-romana, onde atribuiam a trans-
missao da doenca por contato homossexual. O termo con-
diloma adotado nesse tempo permanece até os dias atuais*.
O interesse pelo estudo do Papilomavirus humano (HPV)
aumentou na década de 80, em proporcao similar a inci-
déncia das alteracoes por ele induzidas nas mulheres, o
que despertou o interesse também pelos parceiros sexuais
das mesmas. Comprovou-se que mulheres de parceiros
promiscuos, ou de mulheres de parceiros cuja esposa ante-
rior tivesse falecido de cancer do colo uterino, pertenciam
ao grupo de grande risco para infec¢do por HPV e também
para cancer do colo uterino?.
Virchow, em 1867, descreveu os condilomas como sendo
pequenas elevacdes na superficie, semelhantes a couve-
flor. Na Alemanha, esses condilomas foram divididos em
duas espécies: acuminado (papilas pontiagudas ou granu-
los), e plano, na forma tmida, também conhecida como
"verruga maldita" %
A partir de 1976, através da caracterizacgao cito-histolégica
da infeccao cervical por Meisels e Fortin e, sobretudo, os
trabalhos desenvolvidos por Purola e Savia, os estudos e
pesquisas permitiram acumular grande volume de conhe-
cimento sobre a estrutura e a organizacao genética do
HPV, os métodos de diagnostico e de detecgéo virética, o
tratamento e a relacdao com o cancer. Todavia, permanecia

hiato de cooperacao e entendimento entre estudiosos do
virus no laboratério e o clinico na pratica ambulatorial " *°.
O conhecimento das lesoes subclinicas cervicais e vaginais ori-
ginou a investigacao de lesoes semelhantes na genitdlia mas-
culina e em outras partes da genitdlia feminina onde se utili-
zou o colposcopio para esta finalidade, possibilitando o surgi-
mento da peniscopia, vulvoscopia e anuscopia, sendo assim
descritas as lesoes subclinicas do pénis, da vulva e do anus'.
A atencao na avaliacao dos parceiros teve seu marco em
1982, quando Baggish observou 22% de parceiros de paci-
entes com condiloma apresentando lesées clinicas .

Entre a populacao sexualmente ativa, a infeccao genital
pelo papilomavirus humano é atualmente a doenca sexual-
mente transmissivel (DST) viral mais freqiiente*. Estima-se
que cerca de 10 a 20% da populacao adulta sexualmente
ativa tenha infeccao pelo HPV, embora apenas 1% apre-
sente o condiloma classico, e 2%, lesbes visiveis somente
apo6s aplicacdao do &cido acético (doenca subclinica). Se-
gundo dados populacionais do IBGE e aplicando a pro-
jecao da literatura mundial estima-se que no Brasil haja de
3 a 6 milhdes de homens infectados pelo HPV '
Respeitando-se as diferencas populacionais e metodoldgicas,
a prevaléncia do DNA-HPV no sexo masculino tem sido des-
crita entre 3,6 e 84%. Os maiores indices (63 - 84%) foram
detectados em homens freqlientadores de clinicas de DST*.
As lesoes causadas pelo HPV, no homem, podem afetar o
trato geniturindrio desde a genitdlia externa até o trato uri-
ndrio superior e a regido perianal. Entretanto, concentra-se
freqiientemente no pénis, na regidao do prepucio interno
(60 a 90%), no corpo (8 a 55%) e na glande (1 a 20%), sen-
do encontrado ainda no escroto entre 5 a 20% dos casos”.
A uretra é um reservatério natural para o HPV. A infeccao
uretral ocorre mais freqiientemente nos 2 cm distais, inclu-
indo a fossa navicular. Pode apresentar-se clinicamente co-
mo macula ou verruga que se exterioriza pelo meato %
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As lesoes HPV-induzidas na bexiga sao raras podendo ser
confundidas com tumor de células transicionais da bexiga.
Pode manifestar-se por hematuria e sintomas irritativos ve-
sicais. E mais freqiiente no sexo feminino e em individuos
imunodeprimidos. O comprometimento do ureter pelo
HPV é extremamente raro e de dificil diagnéstico*.

A incidéncia de cancer de pénis é menor do que o de can-
cer cervical, com diferenca significativa entre as duas. A
zona de transformacéo do colo é altamente suscetivel a ma-
lignizacao, contrariamente ao epitélio peniano. A auséncia
da "terceira mucosa" no pénis dificultaria a acdo de muta-
genos coadjuvantes na carcinogénese. Outra explicacao
seria o fato de o pénis ser estrutura externa, em contato di-
reto e permanente com o ambiente, nao estando sujeito aos
mesmos co-fatores ativos cervicais, havendo também mai-
or facilidade de higiene, além de ser mais precoce a tera-
péutica das infecgoes *.

Embora o cancer de colo uterino e o peniano apresentem cla-
ra associacao com o papilomavirus humano, outros locais ge-
niturindrios estdo expostos a esse agente sexualmente trans-
missivel e também podem ser vulneraveis a oncogénese viral.
Considerando os fatos mencionados realizou-se um estudo
comparativo entre os resultados encontrados de pacientes
que realizaram a citopatologia uretral e que tinham previ-
amente se submetido a peniscopia com resultado apresen-
tando lesées HPV-induzidas.

METODOLOGIA

A populacao estudada constituiu-se de pacientes do sexo mas-
culino atendidos na Policlinica Santa Beatriz, Sao Luis — MA,
que haviam apresentado lesoes HPV-induzidas pela peniscopia.
Foram coletados dados de resultados de citopatologia ure-
tral de 37 pacientes. Com relacdo a histéria clinica, verifi-
cou-se se a parceira possuia ou nao HPV diagnosticado.
Serviu como critério de inclusdo no estudo homens que
possuiam parceiras fixas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A infeccao por HPV é a doenca sexualmente transmissivel
que mais tem provocado preocupacao quanto a génese de
cancer anogenital em homens e, sobretudo, em mulheres*.
Desde a identificacao do HPV e os esfor¢os na elucidacao
de seu papel na etiopatogénese de lesdes cervicais, a lite-
ratura tem fartamente documentado a possivel influéncia
de agentes/co-fatores envolvidos na alta incidéncia de
lesdes cervicais em mulheres e seus parceiros®” .

A incidéncia de cancer de pénis é baixa quando compara-
da ao cancer cervical . No entanto, cresce o interesse na
deteccao de HPV em pacientes do sexo masculino, devido
a importancia que o mesmo exerce como fonte de contami-
nacao de suas parceiras.

Neste trabalho foram avaliados 37 pacientes do sexo mascu-
lino atendidos na Clinica Santa Beatriz que realizaram cito-
patologia uretral e que apresentavam lesoes HPV-induzidas
ao exame peniscopico. Estes pacientes encontravam-se na
faixa etdria de 19 a 60 anos, média de 31,2 anos (Tabela 1).
A peniscopia é uma ferramenta diagnéstica que vem sendo
utilizada para a deteccao de infeccao por HPV com muita
freqliéncia, dado os achados tipicos que este exame oferece
tornando o laudo consistente com essa infecgao. No presen-
te estudo a peniscopia se utilizou dos achados tipicos consis-
tentes com diagnéstico de HPV. Estes dados serviram como
parametro para comparacao com a citopatologia uretral.

As faixas etdrias mais acometidas dos homens submetidos
a peniscopia que apresentaram lesées HPV-induzidas foi
de 20 a 29 anos (59,5%) e 30 a 39 anos (27,0%).

A viabilidade da peniscopia para o encontro de efeitos
HPV-induzidos se deve possivelmente pela utilizacao do
dcido acético e o azul de toluidina conjuntamente, o que
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aumenta as chances de percepcao das lesoes. O acido acé-
tico provoca a vasoconstri¢cdo, coagulacao tempordria de
proteinas, conferindo a coloragao branca em areas ricas em
proteinas. O azul de toluidina, por ser um corante vital, im-
pregna somente células ricas em proteinas *.

A pesquisa de infeccao por HPV na uretra de homens tem-se
revelado de grande importancia, uma vez que tem aumenta-
do as evidéncias de que um reservatoério uretral pode ser res-
ponséavel por infecgdes novas ou recorrentes, ja que lesoes
nesse local nao sao percebidas ou mesmo detectadas .

Dos 37 pacientes analisados, 5 (13,5%) apresentaram alte-
racoes morfolégicas compativel com infecgao por HPV na
citopatologia uretral, sendo que as freqiiéncias ficaram dis-
tribuidas entre 20-49 anos (Tabela 2). Dores e Nicolau® e
Nicolau et al. ®, em trabalhos envolvendo a pesquisa de
HPV por captura hibrida em vérias partes do pénis, encon-
traram a taxa de 30% de material obtido da uretra distal.
Estes autores relataram maior freqiiéncia de achados de
HPV em material obtido do prepucio (38%). No entanto, ha
de se destacar que a técnica HPV-DNA tem maior especi-
ficidade para a deteccdo da infeccgao virética, visto que a
citologia baseia-se na observacao de alteracoes celulares
provocadas pelo virus. Todavia, Teixeira et al.’ encontra-
ram citopatologia uretral compativel para HPV somente
em 4,2% dos casos examinados.

Os dados mostrados nas tabelas anteriores demonstram que
a citopatologia uretral € um método limitado, visto que as
lesdes HPV-induzidas nao se restringem apenas a uretra.
De outro modo, a citologia é um meio de diagnoéstico indi-
reto, onde se pesquisa alteracoes morfolégicas induzidas
pelo virus em nivel celular. Deve-se ressaltar, ainda, que
pelo fato das alteracoes celulares serem discretas, estas po-
dem passar despercebidas pelo profissional, devendo este
ficar bastante atento as alteragdes presentes no esfregaco.
A baixa freqliéncia de relatos de infec¢des por HPV pode
ser devido ao fato de que os homens podem albergar o vi-
rus na uretra, prostata ou vesiculas seminais sem qualquer
evidéncia clinica da doenca *.

Quanto a associacgdo entre a citopatologia uretral e a penis-
copia, observou-se concordancia de positividade em lesdes
induzidas por HPV em 13,5% dos casos, enquanto 86,5%
dos casos nao apresentaram efeitos citopaticos para HPV
no exame citopatolégico.

O Ministério da Satude preconiza a idéia dos dois métodos
de diagnéstico serem realizados concomitantemente, visto
que tanto a citopatologia uretral quanto a peniscopia sao
capazes de sugerir a presenca de lesoes HPV-induzidas na
forma clinica e subclinica da infec¢ao, e no caso de citolo-
gia duvidosa o exame peniscépico pode complementar seu
diagnostico. Esta conduta visa impedir a utilizacdo de me-
dida demasiada invasiva, como a biépsia, como Unico ob-
jetivo diagnostico, visto que a freqiiéncia de lesdes pré-in-
vasivas é muito baixa na genitdlia masculina.

Neste trabalho verificou-se se houve influéncia no fato da
parceira do paciente ser portadora do condiloma em relacao
ao diagnoéstico citolégico e peniscépico. Dos cinco casos di-
agnosticados pela citopatologia uretral como tendo efeitos
citopaticos HPV-induzidos, todas as parceiras apresentaram
diagnéstico anterior de HPV; todavia, verificou-se que entre
os pacientes que nédo apresentaram sinais citolégicos para
HPV na citopatologia uretral (32 casos), 40,6% tinham par-
ceiras com histéria prévia de infecgao pelo HPV (Figura 1).
Em relacao a peniscopia, observou-se que do total de paci-
entes avaliados apresentando lesoes HPV-induzidas por es-
te método, 73,0% destes apresentavam parceiras com hist6-
ria anterior de diagnéstico de HPV (dados nao tabulados).
Apesar de 23,0% das parceiras ndo apresentarem histoéria
prévia de HPV, os dados encontrados concordam com a li-
teratura, porque esta refere que as lesdoes HPV-induzidas
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em homens diagnosticados pela peniscopia correspondem
em maior freqiiéncia aqueles cujas parceiras apresentam a
patologia®. Em contrapartida, relata-se que o contato sexu-
al nao produz verrugas genitais em todos os casos, ficando
a transmissao do virus dependente da imunidade celular
ou outros fatores locais’. Além do mais, h4d de se conside-
rar o fato que a parceira nao diagnosticada como portado-
ra do HPV verdadeiramente nao o possua, ja que a in-
feccao pode ser clinica, subclinica ou latente.
Quanto a transmissibilidade de HPV ao parceiro, Frega
et al.® relataram que parceiros de mulheres afetadas por
lesdes escamosas de baixo grau apresentaram maior pre-
valéncia de HPV, em comparacao a parceiros de mulheres
com lesao de alto grau.
A citopatologia cérvico-vaginal vem sendo utilizada em
mulheres e tem-se mostrado eficiente nao somente na pre-
vencao, mas também no diagnéstico do HPV. Em homens,
a citopatologia uretral ainda nao € rotina, devido principal-
mente a baixa prevaléncia de cancer de pénis. Todavia, co-
mo a uretra pode servir como reservatoério de agentes sexu-
almente transmissiveis, inclusive o HPV, torna-se necessa-
rio a utilizacao de metodologia para triagem que fosse de
facil realizacao, baixo custo e nao invasiva.
Neste trabalho, a citopatologia uretral mostrou baixa asso-
ciacao com a peniscopia, sendo observada alteragoes citopa-
ticas para HPV em somente 13,5% dos casos. Aynaud et al.
! encontraram alteragoes citologicas sugerindo infeccao por
HPV em 81% dos homens apresentando lesdes uretrais, em-
bora tenha ocorrido citologia positiva para HPV em 15% dos
homens sem lesoes uretrais. Nossos resultados e dados da li-
teratura tém demonstrado que a citopatologia uretral nao é
especifica e o seu uso como ferramenta de screening pode
levar a um elevado nimero de resultados falso-negativos.
Essas observagdes sugerem que homens assintomaéticos
que se submetem a screening para HPV que tém uma his-
téria, lesoes subclinicas ou lesdes HPV-induzidas perimea-
tal ou meatal grosseiramente visiveis devem se submeter
adicionalmente a peniscopia ou a uretroscopia®, visto que
a citopatologia uretral nao é um teste indicado ou de cus-
to-beneficio para a deteccao de HPV uretral.
TABELA |

Faixa etaria dos pacientes submetidos a citopatologia

uretral e peniscopia (Clinica Santa Beatriz, Sao Luis - MA).

Faixa etaria n | %
<20 1 2,7
20 —29 17 45,9
30 — 39 14 37,8
40 — 49 4 10,8
50 — 59 1 2,7
> 59 - -
Total 37 [ 100,0
TABELA I

Distribuicao quanto a faixa etaria e o diagnéstico com-
pativel ou ndo com HPV dos pacientes submetidos a
citopatologia uretral (Clinica Santa Beatriz, Sao Luis - MA).

) L. Diagnéstico
Faixa etaria
Com HPV Sem HPV
n % n %
<20 - - 1 2,7
20 -29 2 5,4 15 40,5
30 — 39 2 5,4 12 32,4
40 — 49 1 27 3 8,1
50 — 59 - - 1 2,7
> 59 - - - -
Total | 05 [ 135 ] 32 \ 86,5
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Figura 1. Distribuicdo (%) quanto a citopatologia uretral sem
sinais citopaticos para HPV e histéria prévia de HPV da parceira
(Clinica Santa Beatriz, Sao Luis - MA).
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Manutencao de leveduras por congelamento a - 20°C

Yeasts mantainance for freezing at — 20°C
Jaqueline Otero SILVA, Patricia Pereira COSTA & Silvia Helena Chinarelli RECHE

ﬁ?ESUMO - As colecoes de culturas sao especialmente tteis para estudos retrospectivos e prospectivos, que enfocam a biologia, etio-

\PALAVRAS-CHAVE - Congelamento, Leveduras, Manutencao.

logia e aspectos epidemioldégicos. Uma vez que estes estudos, geralmente, demandam um longo periodo de tempo, é importante que
se faca escolha adequada do método de preservacao. O total de 328 leveduras representadas pelos géneros Candida, Cryptococcuss,
Trichosporon, Rodothorulla foram semeadas em caldo cérebro-coracao contendo glicerol e apés 7 dias de refrigeracao, congeladas —
20°C. Foram recuperadas 99,0% das leveduras ap6s 3 anos e 3 anos e 6 meses de congelamento. Ap6s o periodo de 4 anos, a viabili-
dade foi de 90,6% (144 leveduras). A metodologia ofereceu a vantagem de baixo custo, facilidade na realizacao e no armazenamen-
to além de favorecer a conservacao de quase totalidade das leveduras por 42 meses.
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yeasts for 42 months.
KEYWORDS - Freezing Methods, yeasts, Mantainance

/"SUMMARY - The culture collections are especially useful for retrospective and prospective studies, which focus the biology, etio]ogy\
and epidemic aspects. Once these studies, generally, demand a long period of time, it is important to do the adequate choice of pre-
servation method. The total of 328 yeasts represented by the genus Candida, Cryptococcus, Trichosporon, Rodothorulla were seeded
in brain-heart infusion contenting glicerol and after 7 days of refrigeration, frozen at —20°C. It was recovered 99,0% of yeasts after 3
years and 3 years and 6 months of freezing. After the period of 4 years the viability was 90,6% (144 yeasts). The methodology offered
the low cost advantage, easiness in the accomplishment and in the storage, besides offering the conservation of almost the totality of
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INTRODUGAO

Oaumento da incidéncia das doencas imunossupressoras
assim como o uso de antimicrobiano de amplo espectro
e melhora nos métodos diagnésticos, tem resultado no cres-
cimento dos ntimeros de casos de infeccdes fungicas causa-
das por leveduras, principalmente do género Candida. Com
isso, estes organismos se tornado alvo de muitas pesquisas
com diversas finalidades como: o estudo da resisténcia, viru-
léncia, tipagens moleculares, entre outros, sendo mantidos e
manipulados em laboratérios cientificos. Neste contexto, as
colecoes de fungos, denominadas micotecas, sao especial-
mente Uteis para estudos retrospectivos e prospectivos, que
enfoquem a biologia, etiologia e aspectos epidemiolégicos.
Uma vez que estes estudos geralmente demandam um lon-
go periodo de tempo, é importante que se faca a escolha
adequada do método de preservacao. Na escolha de um mé-
todo devemos considerar a capacidade de manutencao das
caracteristicas fenotipicas, genotipicas e patogénicas das ce-
pas estocadas (GIRAO et al. 2004; MARIANO, 2006).

As leveduras podem ser mantidas pela transferéncia seria-
da para meios de culturas frescos. Este método, embora
simples é laborioso, consome um tempo relativamente
grande, além de ser economicamente inadequado, sendo
util apenas para colecoes de cultura ndao muito numerosas,
destinadas ao uso na rotina (SMITH, 1991).

Ao longo dos anos, varios métodos de preservacao tém si-
do desenvolvidos, visando a eliminacao dos problemas en-
contrados em transferéncias seriadas (ASHCAR et al,
1988; GIRAO et al. 2004; HOFFMANN, 1999; KWON —
CHUNG e BENNETT, 1991; ODDS, 1991; RODRIGUES et
al., 1992). O principal objetivo da preservacao de culturas
é a extensao do tempo de sobrevida das cepas armazena-
das. Métodos que tém apresentado maior sucesso sao
aqueles que reduzem o metabolismo a ponto de induzir la-
téncia artificial. Isso pode ser conseguido através da desi-
dratacao ou congelamento, onde se utiliza meios pobres
para o desenvolvimento dos fungos, incubando-se em bai-
xas temperaturas ou em baixa tensdo de oxigénio
(GENTLES e SCOTT, 1979; KIRSOP e SNELK, 1984).

O presente trabalho tem como objetivo, avaliar a viabilida-
de de leveduras conservadas a —20°C em trés diferentes pe-
riodos de tempo.

MATERIAL E METODOS

Amostras: Foram avaliadas 328 leveduras representadas
pelo género Candida, Cryptococcus, Trichosporon, Rodo-
thorulla, isoladas de diferentes materiais biol6gicos huma-
nos e identificadas segundo a metodologia classica
(KURTZMAN e FELL, 1998).

Congelamento: As leveduras, apés repique de 48 horas em
Agar de Sabouraud, foram semeadas em caldo infusao cé-
rebro—coracdo com 20% de glicerol, distribuidos previa-
mente em flaconetes contendo micangas e incubados 30°C
por 48 horas. A seguir os flaconetes foram mantidos sob re-
frigeracao por 7 dias, e posteriormente, estocados em free-
zer a —20°C. Os periodos de congelamento e descongela-
mento estao representados na Tabela 1.

Viabilidade: Para verificar a viabilidade das cepas, as
micangas foram pressionadas na superficie do agar e, a se-
guir, as placas foram incubadas a 30°C por 48 horas.

RESULTADOS

Foram recuperadas 99,0% das cepas referentes aos perio-
dos de 3 anos e 3 anos e 6 meses de congelamento. Apés 4
anos de congelamento, a viabilidade foi de 90,6% (144 ce-
pas). A Tabela 2 representa as espécies de leveduras pre-
servadas nos trés periodos de tempo.

TABELA |
Periodo de congelamento e descongelamento
das 328 cepas de leveduras

Tempo de congelamento  NO de cepas Congelamento Descongelamento

3 anos 73 Janeiro/2001 Janeiro/2004
3anos e 6 meses 96 Novembro/2000 Maio/2004
4 anos 146 Junho/2000 Junho/2004

13 Fevereiro/2002 Fevereiro/2006

Recebido em 29/03/2007
Aprovado em 14/12/2007
Instituto Adolfo Lutz- Laboratério | de Ribeirdo Preto
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TABELA I
Total de espécies de leveduras conservadas a —-20°C, em
trés diferentes periodos de tempo:

ESPECIES TEMPO DE CONGELAMENTO

3 anos 3anos e 6mese s 4anos
(Nepas (N°cepas (N°epas
cong %cepas N °cepas  congeladas/N °cepas
viaveis viaveis viaveis
C. albicans 73/72 61/60 94
C. parapsilosis - 16/16 26/26
C. glabrata - 8/8 9/9
C. tropicalis - 5/5
C. guiliermondii - 4/4 4/4
C. krusei - 22 2/2
Cryptococcus neoformans - - 1313
Trichosporon sp. - - 4/4
Rodhotorula sp. - - 77
Total de cepas 73 96 159
DISCUSSAO

As leveduras sao organismos unicelulares que podem ser
manipuladas em laboratérios de forma semelhante a maio-
ria das bactérias, mas com exigéncias nutricionais e ambi-
entais normalmente mais simples. Em geral, sao microrga-
nismos faceis de manter, estocar, cultivar e isolar a partir
de diferentes materiais biolégicos. Embora elas sejam tole-
rantes a condicoes desfavoraveis, muitos métodos de ma-
nutencdo, comumente utilizados, resultam em baixos ni-
veis de sobrevivéncia e instabilidade das suas proprieda-
des fisiolégicas e bioquimicas (MARIANO, 2006).

Os métodos tradicionais de conservacao de leveduras (ex: re-
piques sucessivos em dgar de Sabouraud) requer muitos cu-
idados, pois consomem rapidamente o meio de cultura, ne-
cessitando de repiques freqiientes gastando tempo e possibi-
litando a contaminacao por fungos ambientais, presenca de
dcaros, além de poder alterara as caracteristicas morfolégicas
e fisiolégicas, culminando com a morte do microrganismo.
Processos de desidratacao ou congelamento sao os melhores
métodos de preservacao de culturas de fungos, pois baseiam-
se na reducao do metabolismo celular até um nivel de dor-
meéncia artificial, além de anular o risco de contaminagao por
dcaros (COSTA e FERREIRA, 1991; STOCKDALE et al. 1989).
Neste estudo, os resultados de viabilidade de culturas con-
geladas em BHI adicionado de 20% de glicerol em flacone-
tes com micangas comprovam a alta eficiéncia do proces-
so, pois 99% das leveduras apresentaram-se viaveis por até
3 anos e 6 meses. Segqundo STOCKDALE et al. (1989), a so-
brevivéncia de fungos depende da temperatura e periodo
de armazenamento sendo que o estoque em freezer a
—20°C pode tornéa-las vidveis por 4 a 5 anos. No entanto, a
formacao de cristais de gelo pode alterar a sobrevivéncia
quando em temperaturas menores. A eficiéncia de criopro-
tetores para contornar este problema, tem sido demonstra-
da por varios autores (ALCARD e BASSO, 1997; COSTA e
FERREIRA, 1991; KIRSOP e SNELL, 1984).

Segundo SPENCER e SPENCER (1996), o glicerol funciona
como crioprotetor e deve ser adicionado de forma a se che-
gar a concentracgoes finais que podem variar entre 15 e 50%.
Estudos demonstram que o congelamento a —70°C é um ex-
celente método na manutencao da maioria dos fungos de
importancia médica, no entanto, o equipamento a -80°C
nem sempre esta disponivel nos laboratérios (PASARELL e
MCcGINNIS, 1992). CRESPO et al. (2000) avaliaram dife-
rentes métodos para preservacao de Malassezia spp. sendo
que o congelamento a -80C manteve 100% das leveduras.
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Apbs 4 anos de congelamento, 90,6% das cepas foram recu-
peradas sendo que 100% dos Cryptococcus neoformans fo-
ram viaveis. NERY et al. (2001) avaliaram trés métodos de
congelamento da levedura Cryptococcus neoformans e en-
contraram melhores resultados, recuperando 100% das cultu-
ras, quando conservadas por 4 meses a -20°C em BHI adicio-
nado de glicerol. Eles enfatizam que a refrigeracao de 2 a 8°C,
anterior ao congelamento das culturas, impede que ocorra di-
ferencas drasticas de temperatura evitando choque térmico.
O presente estudo demonstrou que o congelamento de
amostras a -20°C contendo o crioprotetor glicerol, ap6s a
refrigeracao entre 2 a 8°C, pode ser uma técnica alternati-
va para conservacao das leveduras pois, recuperou-se a
quase totalidade das cepas no periodo de 3 anos e 6 meses.
A metodologia também ofereceu a vantagem de baixo cus-
to, facilidade na realizacao e no armazenamento com a uti-
lizacao de flaconetes.
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Troponina: o biomarcador de escolha para detecgéo de injuria miocardica - A .S. Jaffe (EUA)
Marcadores emergentes da sindrome corondria aguda: além da troponina - A. Heeschen (Alemanha)
O valor dos marcadores cardiacos nas doengas cardiacas ndo isquémicas - J. P. Bertinchant (Franga)

10.00-12.30 - Sala A - Simpodsio a ser definido

10.00-1230 - SalaB

SESSOES PARALELAS - Diagnéstico molecular de doencas infecciosas

Presidente: Maria Ordalia Ferro Barbosa (Brasil)
Abordagem poés-gendmica do diagndstico laboratorial da hanseniase - M. Stefani (Brasil)
Métodos moleculares aplicados ao diagndstico e monitoramento da hepatite C - J. R. Rebello Pinho (Brasil)
Diagndstico molecular da toxoplasmose: possibilidades e problemas - O. Fernandes da Silva Filho (Brasil)
Diagndstico molecular da leishmaniose - L. Campino (Portugal)

10.00 - 12.30 - SalaC

SESSOES PARALELAS - Aumento do emprego da espectrometria de massa - Queda do imunoensaio?

Presidente: Linda Thienpont (Bélgica)
Desenvolvimentos tecnolégicos na espectrometria de massa direcionada ao multiplexing e analise de alto desempenho - A ser
anunciado
Aumento do emprego da espectrometria de massa - Queda do imunoensaio? Ponto de vista de um fabricante de imuncensaio - A ser
anunciado
Aumento da espectrometria de massa - Queda do imunoensaio? Ponto de vista de um fabricante de espectrometria de massa - M.
Morris (Manchester, Reino Unida)
Aumento da espectrometria de massa - Queda do imunoensaio? Ponto de vista do laboratdrio clinico - Rockwood (USA)
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10.00-12.30 - SalaD
SESSOES PARALELAS - Questdes em Micologia Médica
Presidente: Amadeo Javier Bava (Argentina)

Técnicas moleculares aplicadas ao diagndstico micoldgico - M. Cuenca Estrella (Espanha)

Avancos no diagnéstico da paracoccidicidomicose - Z. Pires de Camargo (Brasil)

Epidemiologia da Histoplasmose - M. L. Taylor da Cunha e Mello (México)

Diagnastico da pneumocistose pulmonar - A. J. Bava (Argentina)

12.45-15.30-SalaB - Workshops patrocinados pelas industrias
12.45-17.30 - Sala D - Workshops patrocinados pelas industrias

1530-17.30 - Auditério

SESSOES PARALELAS - Marcadores cardiacos: presente e futuro (Parte II)

Presidente: Mauro Panteghini (Itdlia) ;
Impacto das questdes relacionadas aos ensaios de quantificacdo do peptidio natriurético do tipo B - L Mair (Austria)
Aplicagoes clinicas do teste do peptidio natriurético do tipo B - A .M. Richards (Nova Zeldndia)

Biomarcadores de risco cardiovascular: onde devemos focar? - M. McQueen (Canadd)

1530-17.30 - Sala A - Simpdsio a ser definido

15.30-17.30 - SalaB
SESSOES PARALELAS - Segulab (Seguranca em Laboratério): Uma Colaboracio Existente entre Brasil e Italia para um
Bom Servico Laboratorial Médico
Presidentes: Paulo Mocarelli (Itilia), Ulisses Tuma (Brasil)
O compromisso da SBAC (Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas) em Melhorar a Qualidade - U. Tuma (Brasif)
O Projeto Segulab: RealizagGes e Perspectivas - £, Dorigatti (Itdlia), L. Prencipe (Itdlia)
Melhorando a Qualidade e reduzindo erros na medicina laboratorial: aspectos cientificos e éticos - £. Bonini (Itdlia), G. Zoppei (Itdlia)
Valores de referéncia especificos para género/idade e influéncia do tempo de entrega de resultados do paciente: dois importantes
componentes da qualidade em laboratdrios clinicos - £. Ceriotti (Itdlia), C. Franzini (Itdlia)
Discussdo: Propostas e Perspectivas de Colaboragdo Internacional - £. Mocarelli (Itdlia), U. Tuma (Brasil)

15.30-17.30 - SalaC - Simposio a ser definido

1530-17.30 - SalaE

SESSOES PARALELAS - Medicina Laboratorial em paises em desenvolvimento: Questdes e Desafios

Presidente: Renze Bais (Australia) .
Medicina Laboratorial na Regiéio da Federagéo Arabe de Biologia Clinica (AFCB): Pratica Atual e Metas Futuras - A/-Khatib (Siria)
O Desafio da Medicina Laboratorial na Africa - V. Steenkamp (Africa do Suf)
Situacdo da Medicina Laboratorial na América Latina. Educacdo, Regulamentos e Necessidades - A. L. Maselli (Guatemala)
Desafios e Problemas da Medicina Laboratorial na China - £. Sun (China)

Quinta, 2 de Outubro de 2008

09.00 - 09.45 - Auditdrio
PALESTRA PLENARIA: A ser definida

10.00-12.30 - Auditério
SESSOES PARALELAS - O Laboratério Clinico e o Manejo do Paciente: Como eles se relacionam?
Presidente: Jocelyn M.B. Hicks (EUA)
Planejamento Estratégico e Financeiro: Critico para o Laboratdrio Clinico - J. M. 8. Hicks (EUA)
Minimizando erros do pedido médico a liberagéo do resultado - D.5. Young (EUA)
Forga de Trabalho e privatizacdo dos Laboratdrios Clinicos: Dois desafios para a proxima década - 1.C. Barnes (Reino Unido)
Caminhos Integrados: O papel do Laboratério Clinico - M. Plebani (Italia)

10.00-12.30 - SalaA
SESSOES PARALELAS - Sindrome do stress: Conseqiiéncias Fisiologicas e Bioquimicas no homem
Presidente: Oren Zinder (Israel)
V6o Espacial de Longa Duracdo: Sindrome do Stress Crdnico - J. MacDonald (EUA)
Resposta do Stress e Parametros Laboratoriais em Pacientes Criticamente Enfermos - 1. Vermes (Paises Baixos)
Stress Oxidativo e Insuficiéncia Cardiaca - 1. Schimke (Berlim)
Regulagdo da Resposta do Stress por Esterdides Neuroativos - Amigos ou Inimigos? - O. Zinder (Israel)

10.00-1230 - SalaB
SESSOES PARALELAS - HIV-AIDS: Diagnéstico molecular, genotipagem e epidemiologia
Presidente: Marcelo Pilonetto (Brasil)
0 Uso da Biologia Molecular no diagnéstico da Infeccdo do HIV - R. Sobhie Diaz (Brasil)
Genotipagem do HIV e sua aplicagéo - B.Galvdo-Castro (Brasil)
Epidemiologia do HIV/AIDS - D.A. Bertolini (Brasil)
A experiéncia brasileira com genotipagem — A Rede de Genotipagem Nacional - A ser anunciado
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10.00-1230 - SalaC
SESSOES PARALELAS - A relevancia clinica da incerteza de mediciio: qualidade analitica e tomada de decisgo clinica
Presidente: Ken Sikaris (Austrélia)

Incerteza da medigdo: relevancia para o entendimento da qualidade analitica - K. Sikaris (Australia)

Definindo o impacto diagnéstico e de monitoramento do que o laboratério atinge como qualidade analitica - . Hyitoft (Dinamarca)

Definindo o impacto clinico da qualidade do desempenho analitico do laboratério - G. Klee (EUA)

Além da qualidade analitica: A importancia do controle de qualidade pés analitico para garantir o valor clinico - G. Cembrowski (Canadd)

10.00-12.30 - SalaD

SESSOES PARALELAS - Imunofenotipagem de Leucemias e Linfomas

Presidente: A. Ruiz-Arguelles (México)
Recomendacbes da Segunda Conferéncia de Consenso Latino Americano para Imunofenotipagem de Malignidades Hematoldgicas por
Citometria de Fluxo - Ruiz-Arguelles (México)
Novas contribuicbes da Imunofenotipagem Multiparamétrica por Citometria de Fluxo para o Diagnéstico das Leucemias Agudas e
Cronicas - A. Orfao (Espanha)
Imunofenotipagem de Doengas Linfoproliferativas Cronicas - R.E. Dugue (EUA)
Transplante de Células Troncos Hematopoiéticas para o Tratamento de Malignidades Hematoldgicas - A. Madrigal (Reino Unido)

10.00-12.30 - SalaE

WORKSHOP IFCC - Como estabelecer um sistema de qualidade de acordo com IS0 15189 (Parte I)
Presidente: Wim de Kieviet (Paises Baixos)

Oradores convidados: E. Frank (India); H. Stekel (Austria); L. Berte (USA) e D. Burnett ( Reino Unido)

1530-17.30 - Auditério,
SESSOES PARALELAS - Acidos Nucléicos Circulantes como Nova Ferramenta de Diagnéstico Molecular
Presidente: Dennis Lo (China)
Acidos nucléicos circulantes no plasma/soro: nocoes gerais e aplicabilidade como marcador de tumor - D. Lo (China)
Acidos nucleicos fetais no plasma materno: o futuro do diagnéstico pré-natal ndo invasivo? - C. Oudejans (Paises Baixos)
Acidos nucléicos circulantes no plasma para o monitoramento de doengas agudas e cronicas - R. Swaminathan (Reino Unido)

12.45-17.30 - Sala B e Sala D - Workshops patrocinados pelas industrias

1530-17.30 - Sala A

SESSOES PARALELAS - Maedicina Laboratorial em Geriatria

Presidente: Yaping Tian (China)
Biomarcadores e protedmica nas desordens neurodegenerativas - R. Ekman (Suécia)
Abordagens ndo Invasivas em Estudos Metabdlicos de Populagbes Idosas e Outras Vulneraveis - Y-m Yu (EUA)
A aplicagdo clinica do perfil protedmico sérico em populagdo idosa - Y. Tian (China)

1530-17.30 - SalaC

SESSOES PARALELAS - Estudo da Hemostasia e o Laboratério Clinico

Presidente: Richard A. Marlar (EUA)
Testes para Trombofilia - R. A. Marlar (EUA)
Garantia da Qualidade e Controle da Qualidade no Laboratério de Coagulagao - 5. Kitchen (Reino Unido)
Diagndstico de trombose induzida por anticorpo - £. Lindhoff-Last (Alemanha)

1530-17.30 - SalaE

WORKSHOP IFCC - Como estabelecer um sistema de qualidade de acordo com 1SO 15189 (Parte II)
Presidente: Wim de Kieviet (Paises Baixos)

Oradores convidados: E. Frank (India); H. Stekel (Austria); L. Berte (USA) e D. Burnett ( Reino Unido)

17.30-18.00 - Auditorio
CERIMONIA DE ENCERRAMENTO

TVejo vocé em
Fortaleza!

No IFCC 2008!
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